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本論文中で は以下の略語を使用 した .
試薬
･ BS O:L- プチオ ニ ン (s,R)- ス ル フォ キ シ ミ ン 止Ibuthio nin e(S,R)- s ulfo ximin e)
･ CD N B:1- クロ ロ ー2,4- ジ ニ トロ ベ ンゼ ン (1-chloro -2,4-dinitrobe n z en e)
･ CMC:カルポキ シメチルセ ルロ ー ス ナ トリウム (c arbo xym ethylc ellulo s e sodiu m)
I DC NB :1,2- ジク ロ ロ ー4 ニトロ ベ ンゼ ン (1,2-dichloro -4 ditro9e n z en e)
･ EI) T A-2 K: エ チ レン ジアミ ン四酢酸二 か+ウム (ethylen ediamin etetr a a c etic a ciddipotasiu m)
生体成分
･ 6β- O HF :6P- ヒ ドロ キシコ ル チゾ - ル (6β血ydro xyc o rtisol)
I F : フリ ー コ ルチ ゾ ー ル (fre e･c o rtis ol)
･ GS H: グル タチオ ン (glutathio n e)
薬物代謝酵素関連
･ cs : サイ トソル (cyto s ol)
･ c yp : シ トクロ ム p 450(cyto chro m eP450)
･ ECD 活性 :7エ トキシク マ リ ン o-脱エ チル化 (7-etbo xyco u m arin 0-de etbylas e) 活性
･ G ST : グル タチオン転移酵素 (glutathion eS-tran sfer as e)
I G S T- C 活性 :cD N B基質に対する G S T活性
I G STID 活性 : DCN B基質に対する G ST活性
I MCI)活性 :7-メ トキシ クマリ ン 0-脱メ チル化 (7- m ethoxyco u m arin 0-de m ethylas e) 活性
･ Ms : ミク ロ ゾ ー ム (micro s o m e)
･ pcD 活性 :7- プロ ポキ シクマ リン o胡 プロ ビル化 (7-pr opo xycou m arin 0-depr opylas e) 活性
･ s T: 硫酸転移酵素 (stlfotr an sfe ras e)
･ U GT : グルク ロ ン酸転移酵素 (U D P-glucu ronosyltra n sferas e)
･ uG TIs : UGT lフ ァ ミリ ー に属する 一 連の uGT 分子種
血液生化学的検査項目
･ A/G 比 : アル ブミ ン/ グロ ブリン比 (alubumin/globlin 比)
I ALB: アルブミ ン (albumin)
I A L P: アル か)フ ォス フ ァ 夕 - ゼ (al kalin ephosphatase)
I A LT: アラニ ンアミ ノ トラ ンス フ エ ラ ー ゼ (ala nin e aふin .transfer as e)
･ AS T･' アス パ ラギン酸アミノ トランス フ エ ラ ー ゼ (aspartate amin otr a n sfer as e)
･ ta : カル シ ウム (c alciu m)
･ cl: ク ロ ー ル (chlo r)
･ CR E: ク レアチ ニ ン (cr eatinin e)
･ D .BIL: 直接ビリル ピン (dir e ctbilir ubin)
･ GLU: グルコ - ス (gl甘C OSe)
｡ Ⅰ
.
BI L: 間接ビリル ビン (indire ctbilirubin)
｡ IP: 無機リン (in orga nicpho sphor us)
･ K : カリウム (potassiu m)
･ N a : ナトリウム (sodiu m)
I T.BI L: 総ビリル ピン (totalbilirub n)
･ T.C H O:総コ レス テ ロ ー ル (totalcholester ol)
･ TG : トリグリセ リド (triglyceride)
･ T.P RO : 総タン パ ク質 (totalprotein)
･ uN : 尿素窒素 (u re a nitroge n)
血液学的検査項目
･ AI:Y: リ ンパ 球実数 (abs olutelympho cyte)
･ A N E: 好中球実数 (abs o旭 e n e utrophil)
･ A PT r: 活性化部分トロ ンポプラス チ ン時間 (activ atedpaftialthro mbopla stintim e)
･
･ FIB : フ ィ プリノ ゲン量 (fibrin ogen)
･ H B: ヘ モ グロ ビン濃度 (he m oglobin)
･ H T: ヘマ トクリ ッ ト値 (be m ato crit)
･ RI‡C: 赤血球数 (r ed blood cell)
･ MCH :.平均赤血球 へ モ グロ
･ビン量 (m e a nc orpu sc ularhe m oglobin)
I MC H C: 平均赤血球ヘ モ グロ ビン濃度 (m e an corpu s cularhe m oglobin c o n c entr ation)
･ M C V: 平均赤血球容積 (m e a n c o rpu scularv olu me)
･ p u
l
: 血小板数 (platelet)
I pT: プロ トロ ン ビン時間 (pro thrombintim e)
･ R E T: 網赤血球数 (r etic ulo cyte)
･ W BC : 白血球数 (whitebloodc ell)
･ wBC %: 白血球数百分率 (whiteblo odc ellper c entage)
その他
･ A U C: 血薬中濃度時間曲線下面積 (area u ndertheplasm a c o n c entrふtio ntim e c u rv e)
I cm a x: 最高血衆中濃度 (m a xim u mplas m acon c entr ation)
･ D年yX X: 投与 ⅩⅩ 日日
･
y- G C S:y- グル タミル シ ス テイ ン シ ンセ夕 - ゼ (y-glut amylcystein e synthetas e)
I H P LC: 高速液体ク ロ マ トグラフ装置 (highperfor m anceliquidchrom atograph)
･ K m : ミカエ リス 定数 (M icha elis c o n stant)
･ vm a x:最大速度 (m a xim u m v elo city)
序 論
薬物に起因する障害 (副作用)の 多くは, 投与用量に相関して認 められ , かつ 正常動物 で
の再現が可能な中毒性の機序で発現する . ほとん どの場合, 中毒性の薬物障害は上市前の 毒
性試験や臨床試験で 見出され てお り, そ の 障害が発現すると予想される用量や血 衆中濃度 と
薬効が発現する用量や血衆中濃度の 間に十分な帝離 (安全域) がある と判断された薬物の み
が上市に至る. しか し, 上市前に行われる毒性試験には, 特定の疾患や特徴をもたない正 常
動物が用 い られて い る の に対し, 上市後 に実際に薬物を服用する ヒトは, 性別や年齢, 生活
環境や薬物服用歴等が多様で ある . また, 特定の反応に人種差が 認められ る ことや , ヒ トの
多く の遺伝子に多型が存在する ことも近年明らか にな っ て き て い る . したが っ て , 同性, 同
年齢, 同 一 人種の ヒ トで も特定の反応に個人差が認められ る ことは珍しくはなく, 時にそ れ
は , 正常動物を用 いた毒性試験で は検出不可能な薬物障害と して発現する ことがある .
この ような特定の ヒ トにのみ認められ る薬物障害には , 複数の薬物を同時に服用する こ と
によ っ て発現する薬物相互作用 による もの と, 居着 一 人 一 人 の特異体質 による ものが知られ
て い る . 前者に関して は, 同時に服用 して い る薬物がすべ て 明らか にな っ て い ればある程度
の予測が可能で ある . さ らに, 1990年代に定着した医薬分業により, 薬剤師による薬物服用
歴チ ェ ッ クや 服薬指導が より徹底されれ ば大幅に減少する と考え られる . 一 方, 後者, すな
わち特異体質性の薬物障害に関して は, 臨床上 Table l に示す特徴が知られ て い るもの の 1),
そ の発症機序につ いて は不 明な点が多く, 現時点で は予測は非常に困難である .
Table1 Thefe atu res of drug-indtlC ed inju ry
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hdividu al differ en c e
例えば, インス リン抵抗性改善薬 troglita z o n eは, 1997年 3月 の 日米で の発売後, 少数 (国
内で は釣 20万人 に 110人) の患者 に死亡例 (8例) を含む重篤な肝障害が認められ 2), 2000
年 3 月 に日米で発売が中止された . 本剤による肝障害は, 発症頻度が低い , 発症まで の期間
が長い , 発熱, 発疹, 好酸球増多な どの ア レルギ ー 反応が 認め られな いな どの臨床にお ける
特徴か ら, 特異体質性の肝障害と推察された 3). Tr oglitaz o n eの 開発にあた っ て は非常に多く
の 毒性試験が実施されたが, 特異体質性肝障害が報告され た後, 我々は特に商用量で長期間
の投与を行っ た 一 般毒性試験な らびにがん原性試験の結果を再評価した 4). それ らの試験に
お ける troglita zo n eの曝露を, 血梁中濃度時間曲線下面積 (A U Co_2 .) ある い は投与用量で ヒ ト
と比較 した結果を Table2 に示す. ラッ トの がん原性試験で は ヒ トと比較 して投与用量比で最
大 66.7 倍, AU Co_2 .比で 最大 29.5倍の曝露が 2年間継続した . 同様に, マ ウス の がん原性試
験で は投与用量比 で最大 66.7倍, AU C｡_2 4比 で最大 14.2倍の 曝露が 2年間, また, サルの 一
般毒性試験で特技与用量比で 100倍, AU C._2 .比で最大3.4倍の曝露が 1年間それぞれ継続し
た ･ しか し, これ ほどの 曝露を実験動物の 一 生涯に 削 1期間で継続して も, 加齢性病変, 薬
物代謝酵素の軽度な誘導に伴う肝細胞肥大などが 一 部の試験で見られたの み で , 肝細胞の変
性や壊死 などの肝障害はまっ たく認められなか っ た . したが っ て , 正常動物を用い た毒性試
験のみ で は, ヒトにおける troglita z o n eの特異体質性肝障昏予測は困難で あっ たと考えられる .
-
Table2 Exposu re c o mparis o nbetw e enamim als a nd hu m a n
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特異体質性の薬物障害に関して は, 総説が数多く執筆され るなど精力的に研究が行われて
いる 5
-10)
. しか し現時点では , 幾つ か の薬物 による障害発症機序の俊説が立て られ七いるに過
ぎない 感がある ･ 一 般にはそ の発症機序として Fig. 1に示 す2つ の機序が考えられて いる
5-9)
すなわち, 免疫反応を介する機序, およびtr oglita zone による肝障害の発症機序とも推察され
て い る特異体質性の薬物代謝異常による機序で ある . 鞄 1から明らかな よう に, これらの発
症機序には いずれ も活性代謝物の生成過程が含まれ る (前者は活性代謝物が生体内高分子に
共有結合しハ ブテ ン化, 後者は少数の ヒトで の み生成する活性代謝物が生体内高分子に共有
結合 して機能障害誘発). したが っ て , 正常動物で の再現が困難な特異体質性薬物障害の 一 部
は, 薬物代謝酵素の 発現や活性の異常を示 し, 活性代謝物をより多く生成する モデル動物,
ある い は活性代謝物の解毒が抑制されたモ デル動物を用 いた毒性試験により検出可能になる
ことが考えうれ る ･ しか し, その検証串よび新規モデル の提案は必ずしも充分とは言い難い .
そ こで 本研究 では , 低用量の 薬物によ る毒性の検出, すなわち高感度な検出, お よび正常
動物で は検出が 困難な特異体質性薬物障害の検 出を視野 に入 れ 毒性試験に応用可能な薬物
代謝活性変動モ デル動物 に関する基礎的検討を行っ た . 本研究で着目した薬物代謝反応は,
Fig. 2に示すtroglitaz o n eの in viv o代謝反応
11･ 12) で あるグル タロ ン酸抱合反応, 硫酸抱合反
応お よびcytochrom eP450(CY P) によ る酸化反応のうち, ダルク ロ ン酸抱合反応お よびc yp
の 1分子種である cyp3A による酸化反応 とした ･ また , その他に, troglita z o n eによる肝障害
は, glutathio n eS-tra n sfera se(G ST) 分子種, G ST叫1 および G ST rlの 同時欠損着で発症頻度
が有意に高い ことか ら 13), グルタチオ ン (G S H) 抱合反応に も着目した .
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第1章で は, UD P-glu ctlrO n O Syltr a n sfe ras e(U GT) の うち , uG Tl フ ァ ミリ ー に属する 一 連
の分子種 (u GTIs) の 活性を欠損する薬物代謝酵素発現異常モデル である Gu n nラッ ト 14, 15)
を, 毒性試験に応用可能か検討した ･ すなわ ち , troglita zo n eの 3 箇月間反復経口投与によ る
毒性試験を Gu n nラ ッ トならびにそ の 親系統 である wistar ラッ トで実施し, これま で に報告
のなu Gu n nラッ トを用い た長期毒性試験の実施が可能か ,得 られ る結果か ら毒性の評価が可
能か , お よびヒ トで認め られる troglitaz o n eの肝障害が Gu n nラッ トで特異的に発現するか ,
の 3点に つ き検討した .
第 2章および第3章で は, G SIⅠ抱合活性の低下した モデル動物に着日 した . G SH 抱合反応
は, 一 部例外はある もの の , 一 般に求電子性で反応性の高い活性代謝物の 解毒反応として知
られて い る ことか ら, 本反応の持つ 毒性学的意義は大きい . また, ヒ トで は複数の G S T分子
種に欠損多型が報告されて いる にもかかわ らず 16-18), 先天的に G S Tを欠損する実験動物に関
して は報告がない ･ そ こで第2章では , 安全性試験に繁用 される実験動物の うち, G ST に関
する報告が極端に少ないイヌ におい て ,
_
GS T分子種を欠損する個体のス クリ ー ニ ン グを行っ
た ･ そ の 結晃 1,2-dichloro -4-nitr obe n z en e(DCN B) に対する-G ST活性 (G ST_D 活性) をほ と
ん ど示 さな い1o w GSTイヌ を見出す こ とがで きた . そ の特徴を解析する とともに, lo w G ST
イヌ にお ける低 G ST活性が ,化学物質のin viv o体内動態にどの ように影響するか を検討した .
一 方, 第 3章で は, G SII合成の阻害剤で ある L -buthio nin e(S,R)-s ulfo ximin e(BS O)
19-2 1' の飲
水投与により, B S O自身による毒性を発現する ことなく, 脳を除くすべ て の組織で GS H含量
が持続的に低値を示すマ ウス を作製 した . また, こ の持続的 G S H低下マ ウス で , GS Tで代謝
れる薬物の毒性が増強するか検討し, 本モデルの毒性試験 へ の応用の可能性を検証した.
第4章で は, cyp3 Aの 誘導モ デル作製を試みた . cyp3A はもっ とも多くの 医薬品の代謝
に関与する薬物代謝酵素の 一 つ であり 22･ 23), cyp3A の誘導や 阻害に起因した薬物相互作用
の 報告は数多い 24
129)
, また , is omia zidによる肝障害は c y p3Aを誘導する ことが知られる
rifampicin との併用例で発症頻度が高い とい う報告もある ことから30･ 3 1), c y p3Aが代謝的活
性化に関与するケ ー ス も考え られ る. そ こで第4章で は, c yp3 A の相同性がヒトに近いサル
類の 中で体重が軽く扱い やすい コ モ ン マ - モセ ッ トに, 臨床用量の r血 叩icin を投与し ,
cyp3A 誘導 モ デ ル を 作 製 し た . ま た , 本 モ デル にお ける c y p3A 誘導 が , 尿 中 の
1
6β-hydroxyco rtisol(6β- O H F) とfr e ecortis ol(F) の 比 (6P-O H叩 比) により評価可能である
ことを, 実験動物で初めて 明らか にした .
総括で は, 以上 の研究成果をまとめ, これらの薬物代謝活性変動モデル動物をどのように
毒性試験に応用すれ ば, 従来以上に安全性の高い 医薬品の供給が可能にな るかの 展望を記載
した .
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第1車 u G甘且s の活性を欠損する G覗弧弧
.
ラ ッ トの奇怪試
験ベの応周
1938年に Gu n nに よっ て報告された Gu n nラッ ト
14, 15)は , u GTIs をコ ー ドする塩基配列 の
うちの 1 つを欠失する 32･ 33), ･ これ により, そ の直後に終止コ ドンが現れる ことか ら, Gu n n
ラッ トは , ビリル ピン を含む各種基質に対する グルク ロ ン酸抱合活性 を欠損する
32
･
33)
. また,
そ の結果 , 非抱合型ビリル ビン (間接ビリル ピン) が体内に蓄積 し, 高ビリル ビン血症を示
す. ヒ トで も Gu n nラ ッ ト同様の U GT l遺伝子異常による高 ビリル ビン血症 (crigle トN ajjar
症候群 Ⅰ型およびⅠⅠ型, Gilbert症候群な ど) が知られて おり
34-3 9)
, そ の 臨床的特徴は Gu n n
ラッ トと酷似 してし)る . したが っ て , G unn ラッ トは新生児黄痘の治療法や核黄痘の予 防法開
発, 黄痘の光線治療法の効果ならびに副作用 の検討, 神経細胞に対する ビリル ビンの毒性や
そ の 解毒に関する 研究など, 高ビリル ビン血症 に 関連 した研究 に古くか ら用 い られ て きた
40-43)
一 方,‾ グルタ ロ ン酸抱合反応は, ･ 脂溶性の 高い 薬物に水溶性の 高い グル クロ ン酸を導入 し
排壮を促進する , 薬物を含む化学物質の解毒代謝反応を考 える上 で重要な反応で ある . これ
まで に, 抗がん剤irin ote c a nによる 下痢の原因とされ る活性代謝物sN -38の グルク ロ ン酸抱合
が, c rigler- Najjar症候群Ⅰ型 の患者の肝臓ならびに Gun nラ ッ ト肝臓 より調製した酵素画分で
は進行しな い こ とが報告されて い る 44). この ことか ら Gu n nラッ トは, crigle トNa]
'
jar症候群や
Gilbert症候群の患者における毒性予測, u G TIs で解毒され る薬物による毒性の低用量で の検
出, すなわ ち高感度な検出, および特異体質性の薬物障害の検出な ど毒性試験 で の活用も期
待され る ･ しか し, 現実には a c etamin ophe n単回投与後の肝障害が Gu n nラ ッ トで より増強さ
れる ことが血液生化学的に報告され て い る のみ で 45, 46), そ もそ も長期毒性試験の実施が可能
か, また, 得られ た結果から毒性の評価が可能か等, 毒性試験 ヘ の応用面で不 明な点が多い .
そ こで , 第1章では, G un nラ ッ トを用 い た troglitaz o n eの 3 箇月廟反復経 口投与毒性試験
を実施した ･ 臨床で ごく少数の患者に死亡例を含む重篤な肝障害が認められ た 加 glita z o n eは ,
硫酸抱合体 , グル クロ ン酸抱合体な らびにキノ ン型代謝物な どに代謝され る こ とが知られ て
おり (Fig. 2)
ll, 12)
, また , 重篤な肝障害 を発症した患者の知見か ら ビリル ピン の 高値が予後
不良の徴候とされ てい る 3). このような知見から, 我々 は troglitaz o n eによる肝障害の発症機
序として ビリル ビン と troglitazo n eによる グル クロ ン酸抱合の 競合を仮定した . すなわ ち,
troglita z o n eの グル クロ ン酸抱合反応が ビリル ピン に競合的に阻害される結果, 代謝プロ フ ァ
イルが変化し肝障害を発症する可能呪 お よびビリル ピン の グルク ロ ン酸抱合が troglitazon e
に競合的に阻害され , 高ビリル ビン血症が さらに増悪して肝障害を発症する可能性を考 えた .
この仮説が正しければ, 正常動物では発症しな い troglita zone による肝障害が u GTIs の活性 を
欠損する Gu n nラ ッ トで再現で きる可能性が ある . 第1章では , 病態動物 である Gtln n ラッ ト
を用い た毒性試験を親系統で ある Ⅶ starラッ トと同様に実施可能か , 得られる 結果から毒性
の評価が可能か, さらに臨床で認め られ るtroglita zon eによる 特異体質性肝障害が u GTIs の活
性を欠損する Gu n n･ラッ トで再現可能か, の 3点を検討する ことを目的とした .
第1節 GⅧm nラ ッ トにおける忠T Og且組a zome の 3箇月間反復経由投尊専性
試験
第1節で は, 伽 n nラ ッ トおよびそ の親系統である 耶starラッ トを用い , troglitazon eの 3 箇
月間反復経 口投与毒性試験を実施した . 本試験で は, u G TIs の活性を欠損し高ビリル ビン血
症を示す Gu n nラ ッ トを用い た長期毒性試験の実施が可能か, 得られた結果か ら毒性の評価が
可能か, および臨床で認められる troglita zon eによる特異体質性肝障害の Gu n nラ ッ トでの再
現が可能か の 3点を検討 した ･ なお , 本論文中で は投与 Ⅹ 日日を DayX と表弔する .
【実験方法】
実験動物
日本 エ ス エル シ ー 株式会社で 生産育成された Gu n nラッ ト(Gu n n r atSIc)および wistarラ ッ
ト (slc:Wistar) の雌雄に, 1週間の馴化を経て , 7週齢より投与を開始した .
群構成, 投与用量お よび投与方法
10, 100および400mgrkg投与群の 3群を設定し, 各群雌雄各5例構成とした ･ o･5 %carbo xy-
m ethylcellulose sodiu m (C M C: 和光純薬工業株式会社) 水溶液で troglita zo ne を o, 2お よび
8 %の濃度で含む懸濁液を調製し, ラ ッ ト体重 100gあた りo.5 mL の投与容量で 3箇月間 (94
日間) 反復経口投与した ･ なお , troglita z o ne は三共株式会社にて合成さ れ 固体分散体とし
て 60.1%の troglita zon eを含む製剤を使用した . また, 懸濁液の調製は毎投与時に行っ た .
一 般状態, 体重お よび器官重量
一 般状態は, 投与開始 4 日前より解剖日まで毎日 1 回以上個体別に観察した . 体重は,
､
投
与開始4 日前より解剖 日まで週1回以上個体別 に測定した. また, 死亡例を除く全例につ き,
解剖後, 脂, 下垂体, 甲状腺 (上皮小体含む), 胸腺, 心臓, 肺, 肝臓 , 腎臓 (左右), 牌臓,
副腎 (左右), 精巣 (左右), 前立腺 , 精嚢,･卵巣 (左右) および子宮の絶対重量を測定した .
さらに, その 重量 を体重 で除し,.相対重量を算出した .
血液生化学的検査
解剖日にすべ て の生存例に エ ー テル麻酔を施 し, 腹大動脈より採血 した . 得られた血液か
ら常法に従 っ て血清を調製 し, アス/てラギン酸アミ ノトランス フ エ ラ ー ゼ (A ST), アラニ ン
アミノトランス フ エ ラ ー ゼ(AI:I), アル か)フ ォ ス フ ァ 夕 - ゼ(A L P), 総ビリル ビン(T.BIL),
直接ビリル ビン (D.BIL), 間接ビリル ビン (Ⅰ.BIL), 総コ レス テロ ー ル (T.C H O), トリグリ
セリ ド (TG), グル コ ー ス (G L U), 総タンパ ク質 (T.PR O), アルブミ ン (A LB), アルブミ
ン/ グロ ブリ ン比 (A/G 比), 尿素窒素 (uN), ク レアチ ニ ン (C RE), カル シ ウム (ca), 無
機リ ン (IP), ナ トリウム (N a), カリウム (K), ク ロ ー ル (cl) を測定した . これ らの 測定
には自動分析装置 (7250: 株式会社日立製作所) を使用 した .
血液学的検査
解剖日 に血液生化学的検査 と同様 に採取 した血液 に抗凝固剤 (15% E D T A-2K あるい は
3.13 %soditl m Citr ate) を添加し, 赤血球数 (R B C), ヘ モ グロ ビン濃度 (HB), ヘ マ トクリ ッ
ト債 (HT), 平均赤血球 ヘ モ グロ ビン量 (M C H), 平均赤血球容積 (MCV), 平均赤血球ヘ モ
グロ ビン濃度 (MC H C), 網赤血球数 (R E T), 血 小板数 (pI:I), 白血球数 (WBC), 白血球
数百分率 (wBC %), 好中球実数 (A 対E), リ ンパ球実数 (A IX), プロ トロ ン ビン時間 (p T),
活性化部分トロ ンポプラス チ ン時間 (APTT) およびフィ ブリノゲン量 (FIB) を測定した .
.
このうち , RE Tおよび wBC %の測定には血液細胞自働分析装置(マ イクロ ツ クス H EG-120 A:
オム ロ ン株式会社), p T, A PTTおよび F Ⅱiの測定には血液凝固分析装置 (コ アグマ ス タ ー ⅠⅠ:
三共株式会社), その他の項目の測定にをま全自動多項目血球計数装置 (sy sT E M9000: 日本テ
クニ コ ン株式会社) をそれぞれ使用 した .
病理解剖学的検査
解剖時に, 器官お よび組織を肉眼的に観察した .
病理組織学的検査
wistarラッ トは肝臓につ い て実施 した . また, G un nラッ トは肝臓の他, 途中死亡例 で病理
組織学的に異常の認められた腎臓, 心臓 , 肺臓お よび骨髄 に つ い て実施 した . 組織は 10 %中
性緩衝ホル マ リ ン液中で固定した後, 常法に従っ て パ ラフ ィ ン ワ ッ クス 60(サクラ フ ァイ ン
テ ッ クジヤ/てン株式会社) に包埋 した . そ の後, ミク ロ ト ー ム を用い て 2 - 3FLm 厚の 薄切切
片を作製した. 脱パ ラフィ ン後, へ マ トキシ リン ･ エ オジ ン (HE) 染色を行い , 光学顕微鏡
で観察 した .
【実験結果】
一 般状態
400mgkg投与群の Gu m ラ ッ ト雄の 1 例で Day77から排糞 の減少が , Day83か ら呼吸不
整が観察され Day89に死亡した ･ また , 400mgkg投与群の Gu n nラッ ト雌1例で Day 64
か ら Day69に排糞の減少が認められた . その他の個体には投与期間を通じて 一 般状態に変化
は認められず, 死亡例も認め られなからた .
体重 ･ 肝臓重量
解剖時の体重, ならびに器官重量の うち肝臓の絶対重量および相対重量を Table 3 に示す .
体重は, G un nラッ トおよび w istarラ ッ トとも投与期間中に 一 過性に tr oglita zo n e投与群で有
意な高値や低値が散見された ･ しか し, 解剖時には両系統とも対照群とtr oglitaz o ne 投与群で
10
有意な変化は認め られなか っ た ･ 一 方, 100お よび 400mgkg投与群の Gu n nラ ッ ト雌 で肝臓
の絶対重量お よび相対重量が いずれ も有意に増加した ･ また, 400mgkg投与群の Wistarラッ
ト雄で肝臓の相対重量が有意に増加した ･ 肝臓以外の器官で は,400mg/kg投与群の Gu n nラッ
ト雌で心臓の絶対重量な らびに相対重量が有意に増加した . そ の他の器官の重量に投与に起
因する変化は認め られなか っ た .
血液生化学的検査
肝障害時に顕著 に上昇する こ とが知られ る AS T, ACT, AL P, T.BIL, D.BIL および Ⅰ.BIL
l
の結果を Table 4 に示す . u GT Is の活性を欠損する Gu n nラ ッ トで は, w istarラ ッ トに比べ ,
雌雄とも T･BIL, D･BILお よびⅠ.BILが顕著に高値を示 した . 対照群とtroglitazone 投与群を比
較すると, w istarラッ ト雌雄で A ST の低下が , wistarラッ ト雄で ALP の上昇が, Gunn ラッ
ト雌で D .BILの 上昇が認め られた . このうち , ASTが低下した場合の毒性学的意義は明確で
はないが , 少なく とも肝障害を示唆する変化 ではない と思われ る. また , A工J ならびに D.BIL
の上昇は20 %前後の ごく軽度な上昇であり, 他の検査値に変化が認められなか っ た ことから.
偶発的な変化と推察された . 上記以外の検査項目にも, 投与に起因した変化は認められなかっ
た . また , BIL関連の検査値以外に, Gu n nラッ ト特異的な検査値の 異常は認められなか っ た .
血液学的検査
100お よび 400m釘kg投与群の Gu n nラ ッ ト雌で , R B C, H B, H TおよびpI:Tが有意に低下
した ･ また, 400mg/kg投与群の W istarラ ッ ト雌雄ならびに400mgkg投与群の Wistarラ ッ ト
雄で H Bが有意に低下した . そ の他の検査項目 には, 投与に起因した変化は認め-られなかっ
た . また , 血液学的検査値には Gu n nラッ トに特異的な異常は認められなか っ た .
病理解剖学的検査
途中死亡例も含め, い ずれの 系統の ラ ッ トにも投与に起因した変化は認められなか っ た
､
.
病理組織学的検査
400mgkg投与群の Gu n nラッ ト雄の死亡例で は, 肝臓, 腎臓, 心臓, 牌願お よび骨髄に組
織学的な異常が観察され た . すなわち, 肝臓で は肝細胞 へ の胆汁色素沈着および肝細胞の好
酸性細胞質変化が , 腎臓 で は乳頭部 へ の胆汁色素沈着お よび乳頭壊死が, 牌臓で は白牌髄の
萎縮および色素沈着の増加が, 心臓で は問質の線維化が , 骨髄では造血低下が観察された .
途中死亡例を除く Gu n nラ ッ トで は, 肝臓お よび腎臓に組織学的な異常が観察された. すな
わち , 肝臓で は対照群 を含む全群に肝細胞細胞質の好酸性変化が散見され た . また , 雌の対
照群および100m〆kg投与群の 各 1例 に胆管の増生が認められた . 腎臓では対照群を含む全
群 に腎臓乳頭部 へ の 胆汁色素沈着お よび進行性の腎症が高率に認められた . さらに, 雌で ほ
対照群を含む全群 に腎孟炎が散見された . そ の他, 乳頭部壊死, 腎孟 の拡張および水腎症が
散見され た . 心臓, 牌臓お よび骨髄には組織学的な異常は認められなか っ た .
一 方, wistarラ ッ トの肝臓に組織学的な異常は認 められなか っ た .
ll
Table3 Body w eights, abs oltlteliv er w eights a nd relativ eliv er w eightsin rats tr e ated o rally with
tr oglitaz o n e払r3 m o nths.
Do se Gu n n r at W istar r at
Ite m (mgrkg) M ale Fe m ale M ale Fe m ale
B. W. 0 391.4 ± 30.6 . 194.2 ± 12.4 382.4 ± 22.6 200.6 ± ll.9
(g) 1100 368.2 ± 33.8 202･6 ± 5･8 362･8± 17･7 195･0 ± 10･6
400 391.3± 56.9 2 10.6 ± 10.5 381.2± 29.9 211.2 ± ll.6
A.L. W 0
(g) 100
400
13.0 ± 1.7
ll.4 ± 2.2
13.7 ± 2.0
7.7 ± 0.5
8.8 ± 0.5
* *
9.7 ± 0.5-
* *
12.5± 1.6
1 2.6± 0.9
14.4 ± 1.1
6.4 ± 0.7
6.2 ± 0.4
7.1 ± 0.3
良. L.Ⅴ+ 0
(g%) 100
400
3.3 ± 0.3
3 ユ± 0.3
3.5 ± 0.1
4.0± 0.1
4.4 ± 0.2
* *
4.6± 0.1
料
3.3± 0.2
3.5± 0.2
3.8± 0.2
*
3.2 ± 0.1
3.2 ± 0.1
3.4± 0.1
Ea ch v alu e r epr es entsthe m e a n±SD of 5rats e x c eptfo rthe valu e ofm ale Gu n n r atgive n400mgkg.
The valu e of maleG un n ratgiv en400mgkgrepr es entsthe m e a n±S Dof4r ats .
* *
:Signific a ntlydifferentfro mthe m e an valu e ofthe co ntr olgro up(p<0.01, Du n n ett
'
stest).
B
･ W･ , A ･L ･ W ･ a nd R･L･ W･ m e a nbody w eight, absolute liv er w eight a nd r elativ eliv er w eight,
rLeSPe Ctiv ely.
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Table4 Blood bio che mic alpar a m etersin ratstr e atedorallywithtroglita zo n efor3 m o nths.
Par a- Do s e Gu n n r at w istar ra丈
m eter (mgkg) M ale Fe m ale M ale Fe m ale
A ST O 175.0 ± 59.9 103.6 ± 13.7 127.4 ± 27.3 134.2 ± 24.3
(u/り 100 113.0 ± 27.5 126.4 ± 35.8 81.8 ± 9.5
榊
111.8 ± ll.8
400 107.8 ± 24.8 98.0 ± 12.2 81.2 ± 7.0
＋*
90.2 ± 5.7
* '
A LT
( 叫
0
100
400
83.6 ± 30.9 49.6 ± 6.7 75.6 ± 19.0 88. ± 10.9
51.4 ± 15.6 65.2 ± 23.9 53.4 ± 9.3 72. ± ll.3
52.3 ± 1 4
.7 54.2 ± 12.1 52
.0 ± 4.3 69.2 ± ll.9
A L ㌣
(UA)
0
100
400
654.4 ±147.6 175･0 ± 38.4 756. ± 61.4 877.0 ±116.2
627.2 ± 148.1 657.4 ±119.6 910.4 ± 53.0
叫
935.0 ±110.1
830.5 ±115.8 673.8 ±192. 907.6 ± 243
榊
990.8 ± 70.5
T.BIL 0
(mg/dL) 100
400
7.13± 1.01 6.26± 0.47 0. 8± 0.01 0. 7± 0.00
7.73± 1.33 5.45 ± 0.54 0. 6± 0.01 0.07± 0.00
6.12± 1.18 6.05± 0.82 0.07± 0.01 0.07± 0.00
D .B m 0
(mg/dL) 100
400
0.64± 0.03 0.51± 0.03 0. 5± 0.01 0.05±
o.63± 0.03 0.57± 0.03
'
0.05± 0.00 0. 5±
0.61 ± 0.03 0.63± 0.05
叫
o.o5± 0.01 0.04±
0.01
0.01
0.01
I.B n 0
(mg/dL) 100
400
6.4 8± 1.02 5.76± 0.46 0.02 ± 0.01 0.02± 0.01
7.10 ± 1.30 4.88± 0.55 0. 2± 0.01 0.02± 0.00
5.52 ± 1.15 5
.
43 ± 0.79 0. 2 ± 0.01 0. 3± 0.00
Ea chv alu e r epre se ntsthe m ean ±SD
.
of 5rats ex c eptforthe v alu eof m ale Gu n n ratgiv en400mgQg.
The valu e ofm ale Gu n n ratgiv e n400mgkgr epr esents the m e an±SD of4r ats.
*
a nd **: SigniBca ntly differentfro mthe m e a n valu e ofthe c o ntrolgro up b'0･05a ndp<0.01,
r e spectiv ely, Du n n ett
'
stest).
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【考察】
Gu n nラッ トを用 い ,tr oglitaz o n eの 3箇月間反復経 口投与毒性試験を実施した ･ 本試験で は ,
これ までに報告のな い Gu nn ラ ッ トを用いた長期間の毒性試験が実施可能か, お よびそ の 結果
が評価 に催するものか を検討した. また, 臨床で 認められる tr oglita z o n eの特異体質性肝障害
杏, u GTIs の活性を欠損する Gu n nラ ッ トで再現する こ とが可能か につ い て も同時に検討した .
そ の結果, Gu n nラッ トにお い て , 400mgkg投与群の雌雄各1 例で
一 般状態の悪化が認め
られ , 雄が Day89に死亡した ･ この死亡例では, 肝細胞 ヘ の 胆汁色素沈着および肝細胞の 好
酸性細胞質変化, 腎乳頭壊死お よび腎乳頭部 へ の胆汁色素の沈着が観察された . さら に, 牌
臓や骨髄で萎縮性ある いは機能低下性の変化が観察された . これ らの変化か ら, この 個体は
重度の高ビリルピン血症に関連して死亡 した と推察された . しか し, 肝細胞の壊死などはまっ
たく認められなかっ た ことか ら, tr oglita妄o n e投与に起因した肝障害による死亡で はない と判
断した . wistarラッ トも含め, そ の他の動物には 一 般状態の 変化は観察されなか っ た .
血液生化学的検査では, Gu n nラ ッ ト特異的な検査値の異常と して U GTIs の活性欠損に伴う
ビリル ピンの顕著な高値が認めらゎた . しかし, そ の他の検査値には異常が認められず, Gu n n
ラ ッ トを用い た毒性試験実施時 に注意する必要が あるの は, ビリル ビンの 高値の みで あっ た .
また, 肝障害も含め, 両系統 ラッ トにtr oglitaz o n e投与に起因する変化は認められなか っ た ･
血液学的検査で は, Gun n ラ ッ ト特異的な検査値の異常は認め られなか っ た . Troglitazon e投
与に起因した変化として , RBC, H B, H Tお よび pIJ の低下が散見されたが, これ らは循環
血 衆量の増加に伴う見か け上の 変化 と推察された .
病理学的検査で は, Gu m ラ ッ トの肝臓および腎臓に胆汁色素沈着等の 変化が認め られ た .
しか し, これ らは対照群を含む全群に散見された こ とか ら , 高 ビリル ビン 血症を示す Gu n n
ラ ッ トに特異的な変化と判断した . Tr oglitaz o n e投与に起因した変化 として , 肝臓重量ならび
に心臓重量の増加が散見されたが , 前者は酵素誘導に伴う適応的な変化 , 後者は循環血衆量
の 増加による負荷増大 に伴う変化と推察された .
以上, Gu n nラ ッ トでは , ビリル ピン が高値を示 し, 肝臓や腎臓 に高ビリル ビン血症 に伴う
変化が観察された . しか し同時に, 3箇月 まで の毒性試験が実施可能な安定したバ ッ ク グラウ
ン ドを有する ことも明らかとな っ た . したが っ て , 対照群 との比較に より Gu n nラ ッ ト特異的
な変化を適切に評価すれ ば, 薬物起因性の毒性の評価 も可能と推察され た . グル ク ロ ン酸抱
合で代謝される ac etamin ophen を Gtln nラ ッ トお よび wistar ラ ッ トに単回投与すると , Gu n n
ラッ トで肝障害が より増悪する ことが報告され て い る こ とか ら 45, 46), Gu 皿 ラッ トを用 いた長
期毒性試験により, u G TIs で代謝される薬物による毒性の高感度な検出や , crigle トNa3jar 症
候群お よび Gilbert症候群等の特異体質た起因する毒性の予測が可能にな る ことが示唆された .
一 方, グル クロ ン酸抱合で代謝され るtroglita z o n eの投与によ り臨床で認め られる肝障害は ,
予後不良の徴候として ビリル ピン の高値が報告されて いる. したが っ て , U GTIs の活性を欠
､ 損 し, 高 ビリル ピン血症を示す GⅥn nラ ッ トを用 いた今回の 毒性試験で , 肝障害が再現され る
こ とを期待 したが, 肝障害の徴候は まっ たく認められ なか っ た . 次節で は , この 原因を検討
する 目的でtr oglitazムn eのin vivo代謝プロ フ ァイル をGu n nラ ッ トと wistarラ ッ トで 比較する .
1 4
策2節 Gu m mラ ッ トに 糾ナる故r og且ita zom eの in vivo 代謝プロウアイル
前節で は, uG TIs の 活性を欠損 し高ビリル ビン血症を示す Gu n nラ ッ トを用い , troglita zon e
の毒性試験を実施したが , 臨床で 認められる特異体質性肝障害を再現で きなか っ た . この 原
因を明らか にする目的で , 前節の毒性試験で Dayl, Day14および Day94に採取した血衆中
の tr oglita z o n eお よびそ の 代謝物( ダルク ロ ン酸抱合体ならびに硫酸抱合体)の濃度を測定し,
troglitazon eの代謝プロ フ ァイル を Gun nラ ッ トと w istarラ ッ トで比較 した .
【実験方法】
採血
前節に示 した毒性試験の中で , Daylおよび Day14の投与前および投与後 1, 2, 4, 8およ
び24hr に, Day94 は投与後1 hr に, o 3m L/pointずつ採血 した .
血衆中濃度測定
血液サ ン プル を, 4oC下, 10,000rpm で 5分間遠心分離して血衆を得た . この 0.1 mL に内
部標準物質である ㌻ac etyla ntbr ac e n e(シ グマ ･ アルドリ ッチ ジャパ ン株式会社) の エ タノ ー
ル溶液o.4 mL を添加し撹拝後,25o C下,10,000rpm で 10分間遠心分離して除タ ンパクした .
得られた上浦50FLL を高速液体タロ マ トグラフ装置 (HPL C, Waters2690 Separ ation Mod ule
Syste m: 日本ウオ ー タ ー ズ株式会社) に注入 し, 血薬中の troglita z o n e, 硫酸抱合体お よびグ
ルク ロ ン酸抱合体 の濃度 を定量した . H PLC 分析条件は以下に示す. 血衆中濃度の測定後,
AU Co_2 4を台形法にて 算出した . なお , 硫酸抱合体な らびにグルク ロ ン酸抱合体の標品は,
共株式会社で合成された もの を使用 した .
カ ラ ム :
カ ラム温度 :
移 動 相 :
波 長 :
ER C-ODS-1262(100m m x6.O m mI. D . , 5FL m:イー7-ルシー 株式会社) および
YMCPa ckOI)S-AM A M-302 (150m m x4.6 m mI.D り
社)
40oC
a c etonitrile/w ater/pbo spboric a cid ≡ 53/47/0.1
U V230n m
サ ンプルク ー ラ ー 温度 :5oC
【実験結果】
5JJ m:ワイエムシイ株式会
400mgkg投与群にお ける Daylお よび Day14の troglita zone とその代謝物の血凍中濃度推
移 をそれぞれ Fig･ 3お よび Fig･ 4 に示す･ また , 4QOmgkg投与群の AU C..2.を Table5 に, 同
群 の Dayl, Day14お よび Day94 の投与後1 hr の 血衆中濃度を Table6に示す .
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Day且 の血簾中濃度
Troglitaz o n eの血祭中濃度は, 雄では両系統で ほぼ同等で あっ たが (Fig. 3a), 雌で は Gu n n
ラ ッ トで各採血ポイ ン トとも約2倍以上の高値を示 した (円g. 3d). 硫酸抱合体は雌雄とも両
帝統で大差はなかっ た (Fig. 3bお よび 3e)･ 興味深い ことに, グルク ロ ン酸抱合体は wistar
ラ ッ トの みな らず Gtln nラッ トで も雌雄で生成した . 雄では w istarラッ トで Gu n nラ ッ トより
高い血衆中濃度を示 したが, 雌で は両系統で ほぼ同等で あ っ た (Fig. 3c お よび3f).
Day14の血簾中濃度
Troglita zon eの血祭中濃度は , Day l 同様, 雌の み Gtl 皿 ラッ トで Wistarラッ トよ り約 2倍
高値を示 した . また , 雄で は両系統とも Dayl と同等の血衆中濃度 を示 したが, 雌で は両系
統とも Daylに比 べ , D ay14 で低値を示 した(Fig.4a お よび 4d). 硫酸抱合体の血 衆中濃度は ,
Dayl と同様 に雌雄とも両系統で差は認められなか っ たが ,雌雄い ずれ も Dayl に比 べ Day14
で低値を示した(rig. 4bお よび4e)･
一 方, グルク ロ ン酸抱合体は , Dayl と同様に Gu n nラ ッ
トで も検出された . しか し Day14 には , 雄で は両系統ともほぼ同程度の血 渠中濃度を示 した
の に対 し, 雌で は G un nラ ッ トで 由starラ ッ トより高値を示 した (Fig. 3c および3F).
I)ay94の 血凍中濃度
¶oglita z o n eおよびそ の代謝物の Day94の 血祭中濃度を Daylお よび Day14と比較する 目
的で , 投与後 1hr の各々の濃度を Table5 にまとめた ･ 両系統とも Day14 と Day94 の濃度に
大差時なく, Day14以降I)ay94ま でtroglita zon eお よび代謝物の 血衆中濃度はほぼ同様の推
移 をした と考えられた ･ すなわち ,本試験で は Day14の曝露が 3箇月 間継続 したと判断した .
曝蕗量の 比較
Gu n nラッ トお よび wistarラ ッ トにお ける曝露量を A U C._2 .値で比較した (Table 6). そ の
結見 Day l の雄で硫酸抱合体およびグルク ロ ン酸抱合体の AU C._2.が Gunn ラッ トで Wistar
ラッ トより低値を示 したが, それ以外の A U Co_24はすべ て G un nラッ トで W istarラ ッ トより高
値を示 した ･ しか し, 両系統間の差は , 雌にお ける 加glita z o 皿eを除き顕著で ははなか っ た .
Tmglita z o n eの代謝プロ フ ァイルは , 雄では両系統とも 硫酸抱合体 > troglitaz o n e> グル ク
ロ ン酸抱合体 の 順で あっ た ･ 一 方, 雌で は両系統とも troglitaz o n e> 硫酸抱合体 > グル
ク ロ ン酸抱合体 の順で あっ た . すなわ ち, tr oglitaz o n eの代謝プロ フ ァイル には両系統で差は
認められず, 同等で あっ た .
Troglitaz o n eおよび代謝物の A U Co､2.を雌雄で 比較すると, 両系統とも雄で硫酸抱合体が高
く, 雌で 加 glita z o n eが高か っ た . これは , 硫酸抱合能の 性差(雄> 雌)によると推察された .
一 方, I)ay 14 のtr oglita zone の A U Co.2.杏 , 最大臨床用量 (60 mghody) を投与時の ヒ ト
A U C.,2.(21.4FLg･hr/m L) と比較 した . その結果, 今回実施した毒性試験で は, Gu n nラ ッ ト雄
で ヒトの 2.0倍, Gu n nラ ッ ト雌で 10.1倍, wistarラッ ト雄で 0.9倍, wistarラッ ト雌で 3.6
倍のtroglitaz on e曝露が得られた と推察された . Gtln n ラッ ト雌で 臨床の 10倍を超える曝露が
得られた ことか ら,■ 本試験で は毒性を評価するの に十分な曝露が得 られた と判断した .
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Table 5 Pla s m a c o n c entr atio ns of troglitaz o n e and its metabolites at 1 hr after
ad ministr atio nin rats tr eatedorally withtroglita z o n e atado s ele v elof400mg/kg7
Plasm a c o n c entr ationOLg/hL)
An alyte Sex Days Gun nr at Wistar r at
Troglita zone M ale Day1 5.3 ± 0.6 4.7± 1.1
Day14 8･0 ± 2･4 3･4 ± 2･7
Day94 6･5 ± 2･1 4･5 ± 0･9
Fem ale Day1 36･8 ± 13･4 16･0 ± 1･2
Day14 17･8 ± 8･8 8･8± 5･1
Day94 16･2 ± 7･1 16･8 ± 5･2
Sulfate M ale Day1 611 ± 26･2 58･0 ± 13･6
Day14 31･0 ± 17･8 28･2 ± 37･6
Day94 28･5 ± 11･0 20･0 ± 7･6
Fem ale Day1 27･8 ± 6｡1 19･2 ± 2L･9
Day14 7･7 ± 5･4 4･7± 6･7
Day94 4･5 ± 2･9 10･0 ± 7･4
Glu c u ro nide M ale Day1 2･0± 0･6 5･8± 2･1
Day14 1･5 ± 1･0 1･9 ± 2･6
Day94 1･1 ± 0･6 1･5 ± 0･2
Fe m ale Day1 3･1 ± 13 4･9 ± 0･9
Day14 2･2± 1･9 1･4 ± 1･2
Day94 3･0± 1･7 2･5 ± 1･8
Eachv alu e repres ents the m e an±S Dof 5r ats e x c eptforthe valu e ofmale Gu n n r aton Day
94･ T he v alu eof m ale Gu n n r ato nDay94repr esentsthe m e a n±S Dof 4r ats.
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Table6 A U Co_2 4S Oftr oglita zo n e and its m etabolitesin r ats tre atedo r ally withtroglita z o n e
ata do s ele v elof 400mgkg.
A U Co_2 4仙g●hr/m L)
An alyte Se x Days Gu n n rat W ista r rat
Troglita z o n e Male D ay1 45.7± 6.2 24.8 ± 4.3
Day14 43･1 ± 9･7 19･3 ± 9･2
Fe m ale I)ay1 510･9± 148･0 100･6 ± 16･1
D ay14 215･8± 63･3 77･3 ± 7･8
Sulfate M ale D ayl 196･7± 55･0 283･2 ± 20･5
Day14 172･1± 48･7 148･3 ± 45･1
Fe m ale Dayl 145･5± 19･0 63･6 ± 17･6
Day14 88･9± 26･8 34･5 ± 12･1
Glu c u ro nide M ale Day1 3･6± 1･2 14･9 ± 3･5
Day14 3･0± 2･8 1･9 ± 2･6
Fe m ale Dayl 12･3± 7･8 9･1 ± 3･4
I)ay14 12･9± 7･8 2･2 ± 2･0
Eachv ahe repre se nts m ea n±SD of 5rats.
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E考察】
臨床で ごく少数の患者にtroglita z o n eによる肝障害が報告さ れ そ の発症原因 として特異体
質性の薬物代謝異常が推察された . また , 予後不良の徴候として は どリル ビン の高値が示唆
された ･ Fig. 2 に示す如く, tr oglita z o n eはヒトおよび実験動物で硫酸抱合体, ダルク ロ ン酸抱
合体およびキノ ン型代謝物等に代謝され る こ とか ら, 前節では, 肝障害の 実験動物で の 再現
を目的 と して , u G TIs の 活性 を欠損 し高ビ リル ビ ン血 症を示す Gu n n ラ ッ トに 馴ナる
troglita zo n eの毒性試験を実施 した . しか し, この ような特異体質を持つ Gu n nラ ッ トで も肝
l
障害は認められ なか っ た . この原因を検討する 目的で , 本節で は, 毒性試験で得られた血祭
における troglitaz o ne ならびにそ の代謝物の濃度測定を行い , troglita z o n eの in viv o 代謝プロ
フ ァイル を Gu m ラッ トとそ の親系統である Ⅶstarラッ トで 比捺した .
そ の結果, 興味深い こ とに, いずれの 系統にもtroglitaz o n eの グルク ロ ン酸抱合体が検出さ
れた ･ 400mgkg投与群の 血衆中グル タロ ン酸抱合体濃度を両系統で 比較すると, D ayl の雄
で は Gun nラッ トで W istarラッ トより低値を示 したが , Dayl の雌な らびに Day1 4の雌雄で
は両系統で ほぼ同等か , 逆 に G un nラ ッ トで W istar ラ ッ トより高値 を示 した . この 結果,
troglita zon eの グル クロ ン酸抱合反応 には GⅧ n ラッ ト,w istarラ ッ ト間の系統差は認め られず,
本反応はラ ッ トにお い て U GT Is 以外の U GT 分子種により触媒され ることが推察された . 一
方, troglita z o n eの血簾中濃度を両系統で比較する と, 雄では Daylおよび Day14 とも大差な
か っ たが, 雌で は両日とも 伽 m ラ ッ トで W istarラッ トよ りも高値を示した . また, 硫酸抱
合体の血祭中濃度は雌雄とも両系統で大差はなか っ た . 以上の 結果か ら,Gu m ラ ッ トと wistar
ラッ トで tr oglitazone の代謝プロ フ ァイル には本質的に差がなか っ たと結論した: なお, 100
mgkg投与群で も400mgQg投与群と同様 Gun nラッ トと w istarラ ッ トの代謝プロ フ ァイルは
同等で あっ た (デー タ省略).
本研究の後, troglita zo n e の グル クロ ン酸抱合反応に関する多くの研究結果が報告され た.
watan abe らは, ヒ ト試料 を用い た il ” itro 試験か らヒ ト肝で は u G TIA lが , ヒト小腸では
u GTIA8お よび u GT I A IOが本反応を触媒する こ とを報告した 47). しか し, 興味深い ことに
Yo shiga eらは , G un nラ ッ トおよび wistarラ ッ ト肝臓 を用 いた i7 ”itro試験か ら; troglita z o n e
の グルク ロ ン酸抱合反応が Gu n nラ ッ トでも進行する こと, お よびラ ッ ト肝臓 では u GT 2 B 2
が主に本反応を触媒する ことを報告した48)･ したが っ て , 本試験でtroglitaz o n eの代謝プロ ファ
イルに系統差が認められなか っ た原因として , ラ ッ トで はtr oglitaz o n eの グルク ロ ン酸抱合が
Gu n nラ ッ トで欠損する u GTIs で はなく, u GT 2B2 により触媒される ことが考えられ る.
以上 , Gu m ラッ トにお ける 加glitazo皿e の 3箇月間反復経 口投与毒性試験で , ヒトで認 めら
れる特異体質性肝障害の再現が できなか っ たの は , 正常動物で ある wistar ラ ッ トと u G TIs
の活性を欠損する G un nラ ッ トで troglita zon eの代謝プロ フ ァイルが同等で あ っ たためと推察
された . Gu n nラッ トの よ うな薬物代謝酵素活性変動モデル は, 毒性の高感度な検出や場合に
よ っ て は特異体質性薬物障害の検出に有用と思われ るが , 今回の結果か ら, 代謝に関与する
酵素分子種の 同定お よびそれ を考慮した上 で のモ デル の選択等 , 薬物代謝酵素活性変動モ デ
ルを用 いた毒性評価 の困難さも浮き彫りにな っ た .
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第1章では , u G TIs の活性を欠損し高ビリル ビン血症を示す Gu n nラッ トを用 い た毒性試
験を親系統で ある wistarラ ッ トと同様 に実施可能か , 得られ る結果か ら毒性の評価が可能か ,
およびヒトで認め られ る troglitazone の特異体質性肝障害が G un nラッ トで再現可能か を検討
する こ とを目的として , Gun n ラ ッ トを用い たtroglita z o n eの 3 箇月間反復経口投与毒性試験
を実施した . 本試験の結果, 以下の知見を得た .
Gu n nラ ッ トで は, 胆汁色素の肝細胞や腎乳頭部へ の沈着な ど, 高ビリル ビン血症に起因
する 変化が散見され たが , 安定 したバ ッ クグラウン ドを示 し, 3箇月 閉までの 毒性試験 の
実施が可能で あっ た .
さ らに, 対照群 との 比較により, G un nラッ ト特異的な変化を適切に評価すれば,Gu n nラッ
トにお いて 薬物起因性の毒性の評価も可能 と推察された .
本試験では , Gu n nラッ ト雌にお い て 臨床にお ける tr oglita z o n e曝露の 10倍以上 の高い曝
露が得られた . しか し, 高ビリル ビン血症の増悪も含め, 血液生化学的にも, 病理組織学
的に も肝障害は まっ たく認められなか っ た .
UGTIs の活性を欠損する Gu n nラッ トで も, troglita z o n eの グルク ロ ン酸抱合体が雌雄とも
血菓中に検出され , その濃度は wistar ラッ トと大差なか っ た . すなわち, tr oglita zo n eの
代謝プロ フ ァイル は, グル タ ロ ン酸抱合体生成も含め , Gu 皿 ラ ッ トと Ⅶstarラッ トで差
がなか っ た .
u GT Is の活性を欠損する Gun nラ ッ トで troglitaz o n eの肝障害が認め られなか っ た原因と
して , G un nラッ トと正常動物で ある w istarラッ トで代謝プロ フ ァイ ルに差がなか っ た こ
とが考えられた .
以上 , ヒ トで認められた troglitazo lleによる特異体質性肝障害を Gun nラッ トで再現する こ
とはできなか っ たが , 本試験を通 じ, これ まで に報告のなか っ た Gu m ラ ッ トを用 い た長期毒
性試験にお ける毒性評価が可能で ある ことを見出す ことが出来た . Gu n nラ ッ トを用 い た毒性
試験は , ac etamin ophe nやirin ote c anの ように u G TIs で解毒される薬物による毒性の高感度な
検出や , crigler-NaJ
'
jar症候群お よびdilbert症候群などの特異体質 を有する ヒトで起 こりう る
毒性の 予測に有用で ある と推察される .
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第2車 乱o w G ST イ
■
ヌ の スタリ - ニ ングとそめ薬物代
謝 ◎ 薬物動態学的特徴の解析
第1章で は, u G TIs の活性を欠損する Gu n nラッ トの有用性を検討した . しか し, G un nラッ
トの よう にヒ トで認め られ る薬物代謝酵素の欠損が実験動物で も認められ るケ ー ス は稀であ
る ･ u GT と同様に第ⅠⅠ相の薬物代謝酵素として知られる GST に関して は , m u, piお よびthetA
クラス の分子種 (それぞれ G ST Ml, GS TPlおよび G ST Tl) など, 多くの 分子種にヒトで遺
伝的多型 による欠損が報告され て い るにもかかわ らず16118), 先天的に G STを欠損する動物の
報告はない . G ST は , 一 部例外 はあるもの の , 一 般に薬物を含む各種化学物質から生体内で
生成する活性代謝物を G S H抱合により不活性化し, DNA や 高分子 タン/てク質の共有結合に
よる化学的修飾を防御する酵素として認識されて い る 49
‾5 1)
. DN Aの化学的修飾は細胞の変異
や発がんにつ なが る ことが知られ てお り52, 53), また , 高分子タ ンパ ク質の化学的修飾は組織
の壊死等の 直接的な障害につ ながる こと 53‾5 5), 修飾された高分子タンパ ク質が抗原性を獲得
する こ とにより免疫学的機序による 障害 (アレルギ ー 性の障害) につ なが る こ と 5
-77 5 5) など
が知られて い る . したが っ て , G STは生体にとっ て必須の酵素と言う こ とがで きる .
この ような G ST の生体に対する防御的な働きから, G ST の欠損着では , GS H抱合で代謝
される化学物質や 代謝過程で反応性の高い活性代謝物を生成する化学物質を摂取した時の感
受性が, 非欠損者と異なる こ とが報告され て い る . 例え ば, GS TMl の欠損着で は, 非欠損者
に比べ喫煙による細胞遺伝学的障害の リス クが高い 56). また, GS TPl の欠損者で は, 肺がん
の リス クが非欠損者に比べ 約 2 倍高く , 多額芳香族炭化水素などの環境汚染物質に対する感
受性が高い ことが示唆され てシ1る
57)
･ これ らの事実か ら, G ST を欠損するモ デル動物を見出
す こ とが できれば, その モ デル動物は求電子性で反応性の高い活性代謝物を生じる化学物質
による毒性の高感度な検出に有用と推察され る . 特に, 序論で述べ たとお り, 求電子性で反
応性の 高い活性代謝物による高分子タン/1
o
ク質の化学的修飾は, 特異体質性の薬物障害を誘
発する可能性が示唆され て い る こと9･ 55, 5 8), お よび GST M lと GS T rl の両方を欠損するヒ ト
で はtr oglita zon eによる特異体質性肝障害の発症頻度が有意に高い こ とな どか ら 13), GST を欠
損する モ デル動物 では , 正常動物での 予測が 困難な特異体質性薬物陣容の予測が可能となる
ことも考えられ る .
そ こで第2章で は, これまでた報告のな い GST の欠損動物をス クリ ー ニ ングする こと, 忠
よびそ の特徴を解析し欠損が化学物質の体内動態にどの よう に影響するか検討する ことを目
的とした . ス クリ ー ニ ン グの対象は , 毒性試験に繁用され て いるにもかかわ らず, GST に関
する報告が極端に少ないイ ヌ (ど - グル) とした.
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第1節 Lo wG S 甘イヌの発見とその薬物代謝酵素括性の特徴
イヌ は, 非げっ 歯類の 一 般毒性試験を行う際の第 一 選択候補とされ る実験動物である. 第
1節で は, G ST 分子種を欠損するイ ヌが存在するかを検討する 目的で , 活性測定によるス ク
リ ー ニ ン グ を 行 っ た . 活 性 測 定 に は , も っ と も 汎 用 さ れ る G ST の基 質 で あ る
1-chlor o-2
,
4-dinitrobe n z e n e(CD N B) お よびDCNB を使用 した .
【実験方法】
実験動物
8か ら152箇月齢のイヌ 280例 (雄130例, 雌 150例) を使用 した . この うち , 210例は三
共株式会社 安全性研究所で 生産された . そ の他の 70例の う ち, 34例を H R P 血c. , 20例を株
式会社ノ ー ド, 12例を株式会社 oBC, 4例を株式会社ナル クより購入 した .
cytosd (Cs) お よび mic m s o me (Ms) の 調製方法
35mgrkgの pentobarbitalsodiu m の 静脈内投与によりイ ヌ に麻酔 を施した後, 解剖した ･ 肝
臓お よび腎臓を摘出後, 肝臓の外側左葉の 一 部および腎臓の 皮質お よび髄質の 一 部を用い ,
om u r aとsato の方法59) に従い , 肝 cs および Ms, ならびに腎 cs を調製した .
c D NB に対する G S T活性 (G S T･ C活性) の洲定方法
Habig らの方法
60) に従い , cDNB の GS H抱合体生成に伴う340n m の 吸光度上昇を測定す
る ことによっ て定量した . 本測定には 280例の肝 cs を使用 した .
G ST.D 活性の測定方法
Habig らの方法
60) に従い , DCN Bの G SH 抱合体生成に伴う 345n m の 吸光度上昇を測定す
る ことによ っ て定量した . 本測定 には 280例の肝 cs お よび168例の 腎 cs を使用 した .
c y p含量の測定方法
om u r aと sato の方法 59) に従い , 選元型 一 酸化炭素結合差ス ペ クトルか ら定量 した . 本測
定には 254例の肝 Ms を使用 した .
7･ Etho xycotl m arin O･de ethyla se(ECD) 活性の測定方法
Matsubar aらの方法に従い 61), 7Jlydroxyc ou m arin生成に伴う励起波長370n m, 蛍光波長 456
n m の 蛍光強度を測定する こ とによ っ て 定量した . 本測定には 254例の肝 Ms を使用 した .
p･Nitrophe nolに対する U G T活性の測定方法
Bo ck らの方法
■62) に従い , p- nitrophen olの 消失に伴う405n m の 吸光度低下を測定する こと
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によっ て 定量した . 本測定には 249例の肝 Ms を使用 した .
タンパ ク質濃度の測定方法
csお よび M s のタン/てク質浪度は, 牛血清アル ブミ ン を標準物質とし, Lo w ry法
63) で測定
した .
【実験結果】
イヌ肝 cs にお ける G ST. C活性
280例のイヌ肝 cs にお ける G STIC活性の分布を Fig. 5 に示す. 本活性には雌雄とも大きな
個体差 (45 ト 2 251 n m ol/min/mgprotein) が認められ た . しか し, Fig. 5 の ヒストグラムは
-
峰性で , 本活性か ら G STを欠損する個体を見出すの は困難であっ た .
イヌ肝 cs にお ける GS甘+D活性
280例のイヌ肝 cs にお ける G ST-D 活性の分布をFig. 6 に示す. G ST-C活性同様, 本活性に
も雌雄で非常に大きな個体差 (o.o - 189. n m ol/min/mg protein)が認められた . しか し, GST- C
活性と異なり , 本活性をは とん ど示 さな い個体が存在する ことが明らかとなっ た . また, Fig.
6 の ヒストグラムは三峰性を示 し, イヌ は本活性を指標に低 (o - 10n m ol/min/mg protein), 中
(10 - 80n mol血in/mg protein) および高 (80n m ol/血 n血g protein 以上) 活性群の 3群 に分類
可能であっ た ･ そ こで , 各々 の群に属するイヌ を1o w G STイヌ , mi ddleG STイヌ およびhigh
G STイヌ と定義した . Table7 に各群の 平均活性, 総個体数お よび動物生産施設 ごとの個体数
を示す･ Lew G STイヌ は 280例中34例 (12.1 %), mi ddle お よびhigh G STイ ヌは 280例申そ
れぞれ 116例 (41.4%) お よび 130例 (46.4%) 存在した . また , lo w G ST イヌ は5 つ の動物
生産施設の い ずれ に も存在 し, 特定の動物生産施設に限定 され る こ とはな か っ た . 一 方,
G ST-D 活性と G ST･C活性 との 間には, 相関係数o.811の 良好な正の 相関が認められた(Fig. 7).
イヌ腎 cs にお ける G ST. D活性
168例の イヌ 腎 cs における qsTLD 活性の分布を Fig. 8 に示す. 肝臓における活性と同様,
腎臓にお ける活性に も雌雄 とも非常に大きな個体差 (o.o - 84.7 Ⅲ nol血in加g protein) が認め
られ た. また, 腎臓の G STJD 活性と肝臓の 同活性 との 間には, 相関係数 o.910 の良好な正 の
相関が認め られ (Fig. 9), 肝臓の G STJD 活性から1o w G STイ ヌと判断された 19例すべ て の
イヌ は, 腎臓で も10n m ol/min/mg pr otein 以下の非常に低い活性を示すこ とが明らかとな っ た .
イヌ肝 Ms における c y p含量, E C D活性およびtJG T活性
肝臓 における G STJD 活性とそ の他の薬物代謝酵素の含量や活性との 関連を検討する 目的で ,
肝 Ms における c y p含量, ECD 活性お よび u GT 活性を活性群 ごとにまとめた . 結果を Table
8 に示す. c yp 含量な らびに各種 c yp 分子種によ り触媒される EC D活性に は, 各活性群間
25
で有意な差は認められなか っ た (M an n- Whitn eyU-test)･ また , p-nitrophe nolに対する u G T活
性も同様 であ っ た . さらに, Fig. 10に示す如く , これ ら 3 つ の/てラメ
一 夕と肝 cs における
GST+D 活性との 間にはまっ たく相関は認められなかっ た .
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Table7 Cla sific atio n of dogs ac c ordingto GST-D a ctivityintheliv er.
Group
Ra nge ofa ctivity Mea n a ctivity
(n m ol/血 n/mg pr ot血)
Nu mber of anim als
Tbtal
Pe rc e ntage
(%)
Lo w <10 3.18
M iddle 10- 80 57.32
High 80< 117･83
28 1 3 1
87 16 19 2
95 17 7 9
1 34
1 16
2 130
12.1
4 1
.
4
46.4
Br eeders:A, Sankyo Co. , Ltd.;B, HRP, h c.;C, Nord Co. , Ltd.;D;OBC Co. , Ltd.;E, NarkCo . , Ltd.
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Table8 Co mparis o n of G YP c ontent, ECD a ctivity and U GT a ctivity among e a chgr o up･
Group
C YP content E C Dactivity U GT a ctivitytop-nitrophen ol
(皿 01血g pr otein) (n m ol/血 n血gprotein)
Low
Middle
High
N
Me a n±SD
N
M ean±SD
N
M e an±SD
32
0.30±0.098
106
0.27±0.086
116
0.28 ±0.102
32 31
1.46±0.840
106
1.59±0.952
116
1.50±0.913
ll.1 ± 2.79
104
ll.0±4.24
112
ll.3 ±3.39
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【考察】
イ ヌ肝 qs における G ST- C 活性には顕著な個体差が認められた . しか し, ヒス トグラム は
- 峰性であり, G ST- C 活性か ら G ST を欠損するイ ヌ を見出す ことはで きなか っ た . イ ヌ の
G ST 分子種として は, これまで に y dl_1Y dl_1, Ydl_2Y dl.2, Yd2_1Yd2_1, Yd2_1Yd2.2, Y d,Yd3お よ
び y dfY dfの 6 つ の 分子種が知られて いるが 64･ 65), cDN B のGS H抱合反応は これらすべ て の
分子種で触媒され る こ とが報告されて い る65). したが っ て , たとえ GST 分子種の いずれかが
欠損して いて も, 他の分子種が触媒する活性でそれが判別しにくくなっ て い る可能性が考え
l
られた .
一 方, c DN Bと類似 した化学構造をもつ D CNB のG SH 抱合反応は, c D NB と対照的にtbeta
クラス の G ST分子種,y dfYdfにより特異的に触媒され る ことが報告されて い る 65). G STY dfY df
は cDN Bの GS H抱合反応 を6 つ の イヌ G ST分子種の中で もっ とも効率的に触媒する ことか
ら 65), G ST- C活性の個体差は G ST YdfYdfの個体差に起因して いる 可能性が考えられ る . そ こ
で次に, GST YdfY dfにより特異的に触媒され る GST-D 活性を検討した . そ の結果, 本活性に
は非常に顕著な個体差が認めら れ 本活性を指標にイヌ を低, 中および高活性群の 3 群に分
類可能であっ た ･ 興味深い ことに, 低活性群の個体, すなわち1o w G STイヌ は ,10n mol/min/mg
protein 以下の非常に低い活性しか示さない ことが明らか とな っ た . 欠損例も含む本活性の個
体差は, 本宿性を特異的に触媒する G ST Y dfYdfの発現量の個体差ある い は変異型の酵素の出
現等による触媒活性そ の もの の個体差によ ると推察された . 顕著な個体差の認められた 2 つ
の G ST 活性, すなわち GST- D 活性と GST- C活性の相関を検討したところ , 両活性の 間には
相関係数o.8 を超え る良好な相関が認められ た . 上述の如く, GSTY d〝dfは既知の 6分子種の
中で もっ とも効率よく cDNB の G S H抱合反応を触媒す る ことから, GS T_C 活性で認められ
た個体差も G ST YdfYdfの個体差に起因する可能性が高い .
また , 腎 cs にお ける G ST-D 活性にも非常に顕著な個体差が認められた. 各個体とも腎臓
にお ける活性は肝臓における活性の 約50 %の値を示 し,両組織の G ST- D 活性には相関係数o.9
を超え る 非常 に良好 な相関が認め られ た . また , low G ST イ ヌ は, 腎臓 にお い て も 10
n m ol/min血gpr otein 以下の ごく低い活性しか示 さなか っ た ことから, 肝臓お よび腎臓の両方
で D C N B の G S H抱合が ほとん ど行われない こ とが明らか とな っ た .
肝臓 にお ける G S T- D 活性と.G ST･C 活性ある い は腎臓 にお ける G ST_ D 活性との 間に良好な
相関が認め られた こ とか ら, そ の他の薬物代謝酵素との相関につ いて も検討した . そ の結果,
G ST-D 活性と cy p含量, ECD 活性およびp-nitrophe n olに対する uGT 活性の間にはまっ たく
相関は認め られず, また , これ らの パ ラメ ー タの平均値は各活性癖で同等で あっ た . したが っ
て , lo w G STイ ヌ は G ST 活性が低い ことのみ を特徴とし, c ypや uGT の活性には差が認め
られな い ことが明らかとな っ た .
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第2節 Lo w G S Tイヌにおける D C N Bの G S H抱合反応の酵素反応
速度論的解析
前節で は , イ ヌ における GS T-D活性に顕著な個体差が認め られる こ と, および本活性をほ
とん ど示さな い1ow GSTイヌ が存在する こ とを示 した . この個体差の原因として は, 本反応
を特異 的 に触媒 する こ とが 知 ら れ る G STY dfY df の 発 現量 の 個 体差 あ る い は変 典型 の
GSTYdfYdfの発現等による質的な個体差が考え られる . これ を明らかにする ためには, DC N B
の GS H抱合反応の酵素反応速度論的解析が有用で ある . そ こで本節で は , 低, 中および高活
性群のイ ヌ肝 cs を使用し, DC N Bの G SH 抱合反応の ミカ エ リス 定数 (E皿) および最大速度
(vm a x) を活性群 ごとに算出した . そ の値 を比較する こ とに より G ST-D 活性の個体差の原
因を検討 した .
【実験方法】
使用したイヌ肝 cs
低,･ 中お よび高活性群の肝 cs をそれぞれ 3 例 (雄1例, 雌 2 例), 6例 (雌雄各3例) 忠
よび6例 (雌雄各3例) 使用 した .
G STJD 活性の 測定方法
前節 と同様に Habigらの方法
60) に従 っ た . ただし, 本節で は酵素反応速度論的解析を行っ
たため, 低活性群では DCNB の基質濃度をo.25, 0.5, 0.8お よび 1 m M, 中お よび高活性群で
は基質濃度 をo.o2, 0.05, 0.08, 0.1, 0.125, 0.2, 0.25, 0.5, 0.8お よび 1 m M とした ときの活
性をそ れぞれ測定した.
E 皿 および vm a xの算出
各基質濃度 における活性健から un e w e av e トBu rk plotを作成 し, DCN Bの G SH 抱合反応の
監m および vm a xを算出した .
【実験結果】
各群の Lin ewe a v er-Bu rkplotを Fig. 11に, 各群の G ST- D 活性, K m な らびに vm ax を Table9
に示す. 今回使用 した cs の G ST-D 活性は , 低, 中および高活性群の順に 4.70, 60.42および
136.30n m ol/min/mg pr otein で あっ た ･ DCN Bの GSH 抱合反応 の E m は , 低, 中および高活性
群の 順に 275.7, 260.0および283.7 m M で, 各群で ほぼ同等であっ た . 一 方, v m ax は, 低,
中お よび高活性群の 順に3.83, 80.64お よび 169.18 n m ol血in/m gprotein で , 各群の活性 によく
相関した顕著な差が認められた .
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Table9 Ein eticpar am etersforG SH - c oI叩gatio n ofDCNB in e a ch a ctivity gro tlP･
Gro up
G ST-D a ctivity
(n m ol/min/mg pr otein)
E m V m a x
(jLM)
275.7 ±18.33
260.0 ± 6.79
283.7± 4.65
(n m ol/血 n/mg pr ot血)
3.83 ±0.650
80.64±3.660
169
.
18±4.334
Lo w 4.70j: 0.608
Middle 60.4 2± 4.376
Higb 136.30±15.697
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【考察】
本節で は, G STY dfY dfにより特異的に触媒され る D CN Bの G SH 抱合反応を, 酵素反応速度
論的に解析した . すなわち, 低, 中お よび高活性群のイヌ 肝 cs を使用 し, DCNB の GSH 抱
合反応の E皿 お よび vm axを活性群 ごとに算出し, そ の値を比較 した . そ の結果, 本反応の
K m は低, 中お よび高活性群で ほぼ同等であっ た ことから, 各群とも本反応が 同 一 の酵素,
すなわ ち質的な個体差のな い GST Y dfY fにより触媒され る可能性が示唆された . 一 方, v m a x
には各群で 活性 を反映 した顕著な個体差が 認め られ た . したが っ て , 本反 応 の個体差は
G STY dfY dfの発現量の個体差による こと, お よび1o w G STイ ヌ では GS TYdfYdfの発現量が著
しく少な い こと強く示唆された .
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策3節 二次元簡気泳動を用む1たタンjb9ク質発現解析による且ow GS甘イ
ヌにおける GS甘欠損分子種の 同定
前節で実施した DC N B のG SH 抱合反応の酵素反応速度論的解析で , GSTしD 活性の個体差
は , イヌ で本反応を特異的に触媒する ことが知られる GS T Y dfY dfの発現量の個体差によるこ
とが強く示唆され た . そ こで本節で は, 二 次元電気泳動によりイヌ肝 cs に発現するタン/t
o
ク
質を分離し, 各々 の タ ン/t
D
ク質の発現量を各活性群で 比較した . これ により, 低活性群で 中
および高活性群に比べ 有意に発現量の 少ない タ ン^oク質をス クリ ー ニ ン グし, それ らを質量
l
分析により同定した .
【実験方法】
使用 した肝 cs
低, 中および高活性群とも雌雄各4 例, 計8例ずつ の肝 cs を使用した . また, これ とは別
にすべ て の Cs を同じタ ンパ ク質量ずつ混合した内部標準(Ⅰ.s.) 用の Cs を調製し, 使用 した .
イヌ肝 cs にお けるタン パク質発現解析 - サンプル調製 -
% cs i, Lysisbuffer(7 Mu r e a, 2M thio urea, 4% CHA PS, 5 mM m agn e sium a c etate, 0.5 m M
Pefablo ck SC (日本ロ シ ュ 株式会社), 2.5 %Protector r e agent(日本ロ シ ュ 株式会社), 20 血M
Tris-HCl bufferpH 815)で 20倍に希釈後,100FLg PrOtein ずつ 分取した ･ このサ ンプル を400pm ol
の CyDye(Cy2, Cy3あるい は cy5: アマ シ ャムバイオサイ エ ンス 株式会社) で標識後, こ の
標識サ ン プル に等容量の 2×Sa mple btlffer(7M u rea, 2 Mthiour e a, 4 % C H APS, 20 mg/mL
dithiothreitol, 4% Pha m alyte(pH 3-10))を添加し, タンパ ク質発現解析用の サ ンプルとした .
イヌ肝 cs のタンパ ク質発現解析 一 一 次元目: 固定化 p丑 勾配等電点電気泳動
一
同時に泳動するサ ン プル を以下の組合せで混合した後, 膨潤猿 (7M u re a, 2M thio ure a, 4%
C HA PS, 2 mg/mi･ dithio threitol, 4%Phar m alyte (pH3-10))を添加し, 総量を450FLL とし
′
た ･
これ をIm m obilin eDryStrip(pH3-10, 24 c m: ア マ シ ャム バイオサイ エ ンス 株式会社) に添加
し, strip を膨潤化した . 膨潤化後の Strip は EtanIPGpho r(ア マ シ ャ ムバイオサイ エ ンス 株式
会社) にセ ッ トし, 遮光下, マ ニ ュ アル に従 っ て 固定化pH 勾配等電点電気泳動を実施した.
Gel Cy2- Cs Cy3-Cs Cy5- Cs
N ot Ⅰ.S. M ale M ale
1 Ⅰ.S. Higb-1 Middle-1
2 Ⅰ.S. Higb-2 M iddle-2
3 Ⅰ.S. High-3 Lo w-1
4 Ⅰ.S . Higb-4 Low -2
5
6
Ⅰ.S. Middle-3 Lo w-3
Ⅰ.S. M iddle-4 Lo w-4
Gel Cy2- Cs Cy3- Cs Cy5-Cs
N o. Ⅰ.S. Fe m ale Fe m ale
7 Ⅰ.S.
8 I.S.
9 Ⅰ.S.
10 Ⅰ.S.
11 Ⅰ
.S.
12 Ⅰ.S.
High-11
High-1 2
High-13
High-14
Middle-13
Middle-14
M iddle-ll
M iddle-12
Lew -ll
Lew -12
Lew -13
Lo w-14
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イヌ肝 cs の タン パク質発現解析 - 二 次元日 :sDS･ ポリアクリル アミ ドゲル電気泳動 一
等電点電気泳動の終了した strip は, 平衡化buffer(6叩u r e a, 30 %glyc er ol, 1 % SDS, 100m M
Tris-H CIpH 6.8) 中で dithiothr eitolによる還元およびiodo ac et amide によるアルキル化処理 を
行 っ た ･ この Strip を, あらか じめ作成した 1 m m 厚の 12.5 %ポリア クリル アミ ドゲル にセ ッ
トし, 電気泳動装置 (Etta n-D A I J II Syste m : ア マ シャ ムバイ オサイ エ ンス 株式会社) で 展開
した .
イヌ肝 cs の タンパク質発現解析 一 夕ンバ ク質発現量の差異解析 ー
蛍光ス キ ャナ ー (2D2920 Masterlm ager:ア マ シ ャ ムバイ オサイ エ ンス 株式会社)を使用 し,
各 cy に特異的な検出波長で 1枚の ゲルか ら cy2, Cy3 および cy5 で標識したそれぞれの サ ン
プル の泳動像を取得した ･ この泳動像から, 解析ソ フ ト (D eCyder v er. 3.0: アマ シ ャムバイ
オサ イ エ ンス株式会社) を用 い ス ポッ トを検出した後, Ⅰ.s. を介 して ゲル間のス ポッ トマ ッ チ
ン グな らびに発現量の標準化 を行 っ た . 各活性群間で発現量の 異な るス ポッ トを stude nt,s
i-te st(p<o.o1) でス クリ ー ニ ン グ後, 発現量と GST-D 活性 との相関を検討した.
低活性群と高活性群で有意に発現真 の異な るタ ンパ ク質の 同定
タン パ ク質発現解析の結果 , 低活性群と高活性群で発現量 に有意な相違が認められたタ ン
パ ク質を同定する目的で , 低括性群の Cs (雌1例) と高活性群の Cs (雄1例) に含まれるタ
ン パ ク質を二 次元電気泳動で 分離した ･ この 二 次元電気泳動で はサ ンプルの Cy による標識は
行わず, 各々500FLgの タン/1
c
ク質 を1枚ずつ のゲルで泳動 した後, sypr oRuby(日本バイオ ･
ラ ッ ド ･ ラボラトリ ー ズ株式会社) で染色し, 泳動像を取得した . これら 2 枚の泳動像上 で
目的とするスポッ トを確認 した後, ス ポッ ト切 り出し装置 (Etta nSpotPicker: ア マ シ ャ ムバ
イ オサイ エ ンス株式会社) を使用 し, ス ポ ッ トの 切り出しを行っ た . この 際, 低活性群 で多
く発現する ス ポッ トは低活性群の ゲルか ら, 高活性群に多く発現する ス ポッ トは高活性群の
ゲルか ら切 り出した ｡ 切り出したゲル片は50 %ac eto nitrile含有20m M a m m o niu mbic arb. n ate
で洗浄, ac eto nitri1eで脱水した後, 遠心 エ バボレ ー 夕でゲル を乾燥させた . このゲル片に20 m M
am mmiu m bic arbo n ate に溶解 した 10 ng/FLL の trypsin (sequ e n cing gr ade m odiBedtrypsin : プロ
メガ株式会社) 溶液を添加し, 37oC で 一 晩, タン/1
o
ク質を消化させた . 反応後の上清を 1 %
formic acidで酸性化 した後, HPL C(CapL Csyste m: Wate rs Co .) を接続した タンデム質量分析
装置 (MS/MS, Q-TOF 2:M icro m assU K Li mited) で分析した . 分析条件は以下に示す .
カ ラ ム : 3FL m Dev elosil C18(野村化学株式会社) 充填自作逆相チ ッ プカ ラム
(250 m m x 4.0 m mI.D .)
イ オン化法 : ナノ エ レクトロ ス プレ - イオ ン化法
移 動 相 : o.o5%fo mic a cid( グラジエ ン トp:o _ 60 %a c eto nitrile)
流 速 : 200nU min
タ ンパ ク質の 同定には LC/MS/MS タ ン/1
o
ク質同定プロ グラム (MAS C OT: M atrix Scie n c e) を
使用 した . また, デ ー タベ ー ス として は NCBIn rな らびに s wisspr.tを使用 した .
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【実験結果】
各活性群で発現量が異なるタンパ ク質のスクリ ー ニ ング
イ ヌ肝 cs の 二 次元電気泳動像の 1例 (高活性群 雄)をFig. 12に示す. タン/てク質に由来
しないス ポッ ト (ダス ト) を除く と, いずれの泳動像からもタ ンパ ク質の ス ポッ トが約2000
ずつ 検出された ･ この うち, 各活性群間で発現量が有意に異なるス ポッ トを Tabl?10に示す･
低活性群と中活性群の 比較で は 2 ス ポッ ト, 中活性群と高活性群の比較で は3 スポッ ト, 低
活性群と高活性群の 比較で は 1 4ス ポッ トの発現畳が有意に異なる ことが明らか となっ た. こ
I
のう ち, spotNo. 1960お よび1971ほ, 低活性群で 中活性群および高活性群よりも発現量が有
意に少な く, さ らに前者は中活性群 と高活性群の 比較で も中活性群で有意に発現量が少な
か っ た . 統計検定 により見出された延 べ 16 スポッ トの発現量と G STしD 活性の相関を検討し
た結果をFig. 13 に示す ･ 16ス ポッ トのうち , 上述の Spot No. 1960お よび1971の発現量と
G ST-D 活性の 間には相関係数 o.8 を超える 良好な正 の相関が認められた . 一 方, そ の他の 14
ス ポッ トの発現量と GSTLD 活性の 間の相関係数は, いずれ も絶対値が o.7 以下と低か っ た.
G ST･D 活性と発現量が良好な相関を示 した spot Nq. 1960お よび1971 のス ポッ トを低活性群
お よび高活性群の泳動像中で確認した . そ の結果, Fig. 14に示す如く , 高活性群には発現が
認められ る もの の , 低活性群にはほとん ど発現が認められな い こ とが明らか とな っ た . また ,
両ス ポッ トの 分子量はほ ぼ同等で あっ たが , 等電点には相違が認められた .
低活性群と高活性群で有意に発現真の 鼻なるタンパク質の 同定
イ ヌ肝 cs のタ ン^oク質発現解析 により, G ST-D 活性と発現量がよく相関するス ポッ トが 2
つ 見出された こ とから, この 2 ス ポッ トを含む低活性群と高活性群で発現量に有意な相違が
認められた計 14 ス ポッ トの 同定を試みた . 同定を目的として改めて行 っ た泳動で は, 14 ス
ポッ トのうち 4 ス ポッ トが他のス ポッ トとの分離が不十分で切り出せなか っ た もの の , Spot
No. 1960および1971 を含む計 10 スポッ トを切り出すことが できた (Fig. 15). これら
､
の同定
結果を Table ll に示す . spotNo. 1960および 1971か らは, GST YdfYdfに特異的な トリプシ ン
消化ペ プチド ｢Aly IFj uK +が検出され これ らはいずれも GSTY dfY df で ある こ とが明らか
とな っ た ･ また, spot No. 1971か らはそ の他 に 2 つの タ ンパ ク質が 同定され , そ れらは
GY P-binding protein Ra nrrC4串よびtrios epho sphateiso m er as eで ある こ とが明らか とな っ た . し
か し, Fig. 14から明らか なよう に, 低活性群で は spotNo. 1971 の位置にス ポッ トはほとんど
検出されて いない こ とか ら, これ らの発現量は非常に少な い と思われる..
一 方, そ の他の 8
ス ポッ トはいずれ も低活性群で多く発現するタ ン/1
o
ク質で あっ たが, se r umalbumin pr ec ursor
等いずれ も G ST とは異なる タ ンパ ク質として 同定された .
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Fig. 12 Typical CyDye-stain ed tw o
dim e n sio n al ele ctrop血o r esi im age of
liv er cyto s olicprotein s血o m dogs.
野 草
鼓･';･
聖堕 _班_ _竺 堕 望
Co mparis o n SpotNo･ Appe ar an c e
'1
Ratio
＋3
&
Lew vs. M iddle 1960 24 <0.0001 0.35
1971 23 0.0086 0.65
Middle v s. High 1960 2 4
2113 2 4
509 2 2
0.0006 0.63
0.0082 1.23
0.0092 0.66
Lew vs. High 1960 2 4
1971 23
934 2 2
1997 24
587 22
182 1 23
1999 24
1813 24
1719 2 4
1302 24
112 2 4
508 20
1771 21
1811 24
く 0.0001 0.2 2
く 0.0001 0.50
0.0012 1.2 2
0.0014 2.71
0.0027 1.28
0.0030 2.41
0.0039 1.64
0.0054 2.57
0.0071 1.50
0.007 2 1
.53
0.0075 1.39
0.0077 1
.
2 2
0.0086 1.55
0.0097 2.28
*1:The nu mber ofim age sthatc o ntainitspr otein spot･
*2:The re sdts ofStudent'si-te st.
*3: Low/Middle, Middle/Higho rLo wfHighr atio ofpr otein expressionlev el.
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Ide nti6catio n of diffe re ntially expre_
s草edproteinsbetw e e nlow a nd high activity gro ups･Table ll
Spot
No.
Pr oteinn a m e An im alspe cies
Matcbed
peptideion
1960 Glutathio n eS-tfa n sfer as e cla ssThetais ozym esY dfYdf Dog 1
1971 Glutathio n eS-tr an sfer as e cla ssThetais ozym esY dfYdf Dog I
GTP-binding proteinRa nuC4 Dog 4
Trio s epho sphateiso m era s e Rabbit 2
934 Seru m albuminpre c urs o r
Actin -likepr otein3
1997 Prote as o m e subunitbetatype6pre c urs o r
Pero xiI℃dxin 2
587 Protein disul丘deiso m er a seA 3pr ec u rs o r
1821 He m oglobinbeta chain
1999
1813
1112
1811
He moglobin alpha ch ain
Per o xir edxin 2
Carbo nic anhydraseIll
Similarto 45 kDa s e creto ryprotein
Carbo nic anbydras eIII
Dog 2 1
Dog 4
Hu m a n 3
Pig 3
Hu m a n 7
Dog 10
D og 5
Pig 3
Hu m an, Ho rse, Rat 10
Hu man 6
Hu m a n
,
Ho rs e
,
Rat 7
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【考察】
前節までに, イ ヌ で認められる G ST-D活性の個体差は G ST Y dfYdfの発現量の個体差による
こと, および1o w GS Tイ ヌ で は GSTYdfYdfの発現量が著 しく少な い こ とが強く示唆された.
そ こで , 本節で は これを確かめ る目的で , 二 次元電気泳動によりイヌ肝 cs の タン パク質を分
離し, 各々の 発現量を低, 中お よび高活性群で比較した . その 結果, 群間で発現量が有意に
異な るス ポッ トが延べ 16ス ポッ ト見出された ･ このうち 2 スポット (spot No. 1960お よび
1971) の発現量と G STしD 活性との間には相関係数 o.8 を超える良好な正の相関が認められ
l
また , これ ら2 スポッ トは低活性群にはほとんど発現が認められない ことが明らか となっ た .
一 方, それ以外の 14 ス ポッ トの発現量と G ST･D 活性の間め相関係数は, いずれ も絶対値が
o.7以下と低か っ た .
これ ら 16 スポッ トの うち, 低活性群と高活性群で有意に発現量の異なる 14 スポッ トの同
定を試みた結果, 10 スポ ッ トの 同定が可能で あっ た . 発現量と G STLD 活性の相関か らもっ と
も注目される spotNo. 1960 と 1 971 か らは, G ST YdfYdfの トリ プシ ン消化ペ プチ ドで ある
｢Al y IF AL K+ が見出された こ とか ら, これ らは いずれも dsTYdfYdf で ある ことが明らか と
な っ た . 本解析で は G S T YdfY dfの トリプシ ン消化ペ プチ ドの うち, 1 つ の ペ プチ ド断片しか
適合しなか っ たが , これ は, G STY dfY dfの アミノ酸配列が N 末端の 27アミ ノ酸配列しか明ら
か になっ てい ない ためと推察される . また, 1 つ の タン パ ク質が 2 つ に見出された原因は本
試験か らは明らかで はな いが , 分子量がほぼ同じで等電点の みが異な っ て いた こ とから, 両
者の違いは酵素分子 の化学的修飾によるもの と推察され る･ 一 部の G ST 分子種は, 血ydrogen
per o xide による酸化的処理や ditothreitolなどによる遼元的処理で酸化や還元を受ける こ とが
報告されて い る ことか ら 6@), spot No. 1960と1971の違い は酸化型 ･ 還元型の違い によ る可
能性などが考えられる . 一 方, そ の他のス ポッ トはすべ て低活性群に多く発現して い た こと
か ら, この 中にス トッ プコ ドン の形成等に伴う活性を持たな い不完全な GST YdfYdfが存在す
る可能性も想定された . しか し, 低活性群に多く発現する タ ンパ ク質はいずれ も G ST とは無
関係なタ ン/てク質として 同定された ことから, 活性を持たな い不完全な GSTY dfY dfが低活性
群で発現して い る可能性はきわ めて低い と思われる .
以上 , 二 次元電気泳動を用い たタ ン^
o
ク質発現解析か ら, イヌ で認め られる G ST_I)癌性の
個体差は G ST Y dfY fの 発現量の個体差による こと, および1o w G STイヌ で は G ST YdfYdfの発
現量が著しく少な い ことが 明らかとな っ た .
4 1
第4節 Lo wG S Tイヌ に凝狩る D C N Bの体内動態
前節ま でに, low G STイヌ では肝臓 にお けるtheta クラス の G ST分子種 y dfYdfの発現量が
著 しく少ない こ とが明らか とな っ た . Lew GS Tイ ヌ は肝臓のみな らず腎臓で もきわめて低い
GST- D 活性 を示 した こ とか ら, G S T Y dfY df で代謝され る化学物質 をイ ヌ に投与する と, lo w
G STイ ヌ は 血ddle あるい は 血igb G STイヌ とは異なる体内動態を示す可能性が ある . そ こで
本節で は ,lo w G STイヌ における低 G S T活性が化学物質の in viv o体内動態にどの よう に影響
するかを確認する目的で , イヌ に DC N Bを投与し, そ の血衆中濃度推移 を比較 した .
【実験方法】
実験動物, 群構成, 投与用量, 投与方法, 採血および解剖
三共株式会社 安全性研究所で生産されたイ ヌ 9例を, 5例 (雄1例, 雌 4例) お よび 4例
(雌雄各 2例) の 計2群に分類した . DC NB (和光純薬工業株式会社) を 5 % の濃度でポリエ
チ レン グリコ ー ル に溶解し, 前者には 5 mgkg, 後者に は 100mgkgの 投与用量で単回強制経
口投与した ･ 5 mgkg投与群は投与後o.5, 1, 2, 4, 6お よび24 hr, 100mgn'g投与群は投与
後o.5, 1, 2, 4, 6, 24, 30および48 b一 に採血 し, 血衆中の DCN B濃度 を測定した . 投与後
72 b一 に両群の動物を解剖し, 肝臓 を摘出した . こ の肝臓から cs を調製後, G ST.D 活性を測
定した . なお , 解剖, cs調製および GST- D 活性の測定方法は本章 第 1節 に準 じた .
血簾中 DC NB濃度の軸定方法
血液サ ン プル を, 4oC 下, 3,000rpm で 10分間遠心分離して血衆を得た . この血衆o.3 m L
にo･6 m L の エ タノ ー ル を添加 し撹拝後 , 4oC 下, 3,000rpm で 20分間遠心分離して 除タ ンパ
クした ･ 得られた上清20FLL を HPLC (D -6500型 : 日立製作所) に注入 し, 血衆中の DC N B
濃度を測定した . HPL C分析条件は以下 に示す. 血簾中濃度の測定後, 最後に血液中濃度が
検出された時間までの AU C(A U Cla st)を台形法にて 算出した . また, 最高血祭中濃度 (cm a x)
は実測値か ら採用 した .
カ ラ ム :
カラム温度 :
移 動 相 :
流 速 :
波 長 :
Packedc olu m n#3056(C18, 250m m x4.O m mI.D . , 5FL m :株式会社日立
製作所)
25oC
m etha n ol/w ater/ac etic acid = 79/20/1
0.8 m U min
U V 270n m
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【実験結果】
5および100mgkg投与後の DC N B の血薬中濃度推移 を Fig. 16に, cm ax, A U Cla stおよび
G ST-D 活性を Table12に示す .
5 mg/kg投与群で は, 5例中3例 (No. 1か ら 3) で いずれ の採血ポイン トで も DCNB は定
量限界 (o.o3FLg/mi) 以下で あ っ た . 一 方, 5例中 2例 (No. 4 および5) は投与後 o.5 hr から
6 br まで血簾中に DC N Bが検出された . しか し, 投与後6 血r の血薬中濃度は定量限界に近く
(それぞれ o･o5お よびo･o6FLg/mi),投与後24hrには この 2例で も定量限界以下に低下 した.
100mgncg投与群で は, 4例中1例 (No. 9) が他の 3例 (No. 6から8) と比較して 顕著に高
い血簾中濃度を示 した ･ すなわち , No. 9 のイ ヌ で は cm a xが 17.23fig/mi, A UCla stが 161.58
FLg･hr/mi であっ た の に対し, それ以外の 3例で は cm axの最高値が5.50FLg/mi, A UCla s. の最高
値が 7.79FLg･hr/mi で, AU Cla st には最低で も20倍以上の差が認められた. また , N o. 6か ら8
のイ ヌ で は, 投与後 2 4血r には血衆中濃度が定量限界以下に低下したにもかかわ らず, No. 9
のイ ヌ では投与後48 hrが経過して も血衆中に DC NB が検出された . GST-D 活性測定の 結果,
同群の他の個体と比較 して 顕著 に高い血薬中濃度を示 した3例 (No. 4, 5お よび 9) はいずれ
もlo w G STイヌ で ある こ とが明らかとなっ た ･ その 他の個体は 65.2か ら119.5 n mol/min/mg
protein の活性を示 し, mi ddle ある いは high G STイヌ で あっ た .
以上 の結果から , イヌ に DC N Bを投与する と, lo w GSTイ ヌ で は mi ddle や highGSTイ ヌ
に比べ 顕著に高い血紫中濃度 を示す ことが明らか とな っ た .
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1
.
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1.25 2.39 2.9
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【考察】
本節では , イ ヌ で認められ る GS T Y dfY dfの発現量の個体差, 特にlow G STイヌ で の顕著な
低発現が化学物質の体内動態にどの よう に影響するか を検討する目的で , イ ヌ に 100mgrkg
の D C N Bを単回投与し, 血衆中の D C N B濃度を測定した ･ そ の結果,1o wG STイ ヌ 1例は 血igh
G STイ ヌ 3例 に比 べ顕著 に高い血衆中濃度を示 した ･ 本章 第1節での検討で 9S T-D 活性と
cyp や u G Tな どそ の他の薬物代謝酵素の発現量や活性との 間にまっ たく相関が認められな
か っ た ことから, low GS Tイ ヌ で認められた DC NB の高い血衆中濃度は GSTYdfY dfの低発現
l
によると推察された . この結果は, low G ST イヌ で は G ST Y dfY fで代謝される化学物質の 消
失が顕著 に遅い ことを意味してお り, この ような化学物質に対する感受性がl｡ w G STイヌ で
高い こ とが示唆され た . G ST は , 一 般に求電子性で反応性の高い化学物質や活性代謝物の解
毒に関与する こ と, お よび この ような反応性の 高い活性代謝物は生体内高分子 へ の共有結令
な どにより特異体質性の障害を誘発することがある ことなどか ら, lo w GS Tイヌ を用 いた毒
性試験により , 毒性の 高感度な検出や特異体質性薬物障害の予測が可能となる ことが期待さ
れ る .
しか し, 1ov G S Tイ ヌ を毒性試験に利用するた めには , 事前に1ow GSTイヌ のス クリ ー ニ
ン グが必要で ある ･ 100mgkg の DCN B投与後の血衆中濃度測定によるス クリ ー ニ ン グも可
能で ある が, DC NB の ような c山oro nitroben z e n e誘導体は , 血液, 牌願お よび肝臓に対する毒
性67
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, 腎毒性70) および免疫毒性71, 72)な どを示すことが報告されて いる こ とから, I. W G ST
イヌ で は投与後48 hrが経過 して も血衆中に D C N Bが残存する100m封kgの DC N B投与は,
適切なス クリ ー ニ ン グ方法とは言い難い . そ こで , より低用 量の DC N B で Idw G STイヌ をス
クリ ー ニ ングする ことを目的として , 5 m封kg の D C NB をイ ヌ 5例に投与し, 血渠中の D CN B
濃度を測走した . そ の 結果 ,1o w GS Tイ ヌ 2例で は投与後o.5hr から6 hr まで血衆中に DC N B
が検出され たもの の , mi ddle およびhigh G ST イヌ で はいずれの採血時間で も血衆中に DCN B
は検出されなか っ た . また , lo w G ST イヌ で も投与後 6 br には定量限界近くにまで血薬中濃
度が低下し, 投与後 24 hr には血衆中から DC N Bが消失した ことか ら, 5 mgkgの DCNB 投与
による影響は100mgkg投与の場合 に比べ , 大幅に少ない と推察された . 以上の結果か ら, 5
mgkg の DCN Bを投与後o.5hr に DC NB の血衆中濃度を測定する ことにより, lo w GSTイヌ
の ス クリ ー ニ ン グが可能で ある ことが明らかとな っ た .
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か 括
第 2章で は , 求電子性で反応性の 高い化学物質や活性代謝物の解毒に関与する G S Tに着日
した. G S Tの欠損者で は, 一 部の 化学物質に対する感受性が高い ことや特異体質性の薬物障
害の頻度が高い ことが報告され て い る が , これ まで に GST の欠損動物に関する報告はなか っ
た . そ こで , 毒性試験に繁用 され る 実験動物 の 1 つ で あるイ ヌ におい て GS Tを欠損する個体
をス ク リ ー ニ ングし, 以下の知見を得た .
280例の イヌ肝臓 における GST- D 活性に は顕著な個体差(o.o - 189. n m ol/min/mgpr otein)
が認 められ 本活性を指標にイ ヌ は低, 中お よび高活性群 の 3群に分類された .
この う ち,10 n mol/min/mg protein以下の きわ めて 低い活性を示す底活性群の個体(low G ST
イヌ) は約12%の割合で存在 した . また , このlo w G ST イヌ は検討を行っ た 5 つ の動物
生産施設すべ て に存在し, 特定の 動物生産施設に限定される こ とはなか っ た .
G S ≠D 活性の個体差は, イ ヌ にお い て本活性を特異的に触媒す る こ とが報告され て い る
theta ク ラス の G ST 分子種, y dfYdfの発現量の個体差による こ とが本反応甲酵素反応速度
論的解析か ら示唆され , 二 次元電気泳動によ るタン/t
o
ク質発現解析で証明された .
すなわ ち, lo w GS Tイヌ における低 GST-D 活性は, G ST YdfY dfの発現量が著 しく少な い
ことに起因するこ とが明らか とな っ た .
肝臓 と腎臓の G STLD 活性の 間には相関係数 o.9 を超える きわ めて良好な正 の相関が認め
られ , 1ow G STイ ヌ は, 肝臓の みな らず腎臓で も本活性をほとん ど示 さなか っ た .
イヌ に DCNB を単回経口投与する と, lo w G ST イヌ で はその 他のイ ヌ に比 べ 顕著 に高い
血衆中濃度を示 した .
C YPや u G Tな ど, その他の薬物代謝酵素の 発現量や活性 と G ST-D 活性の 間に相関は認
められなか っ た ことか ら, lo w GSTイ ヌ で の D CN Bの血衆中濃度の 高値は, 肝臓および
腎臓 における G STY dfYdfの低発現に起因する と推察された .
以上の 結果か ら, lo w G STイ ヌ は GSTY dfYdfで代謝され る薬物に対する感受性が高い こと
が考え られ 毒性試験へ の応用 によ り毒性の高感度な検出や特異体質性薬物障害の予測が可
能となる こ とが推察された . なお , lo w GSTイ ヌ は検討したすべ て の動物生産施設か ら見出
され か つ , 5 mdkgの D C NB 投与後の 血衆中濃度により容易にス クリ ー ニ ングが可能で あっ
た . したが っ て, 汎用性も高く, この 点で も有用 と考えられた .
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第3車 遜S Oをこよる持続的 G S H低下∇ウス の毒性試験
へ の応周
GSH 抱合は, 一 般に薬物を含む各種化学物質か ら生体内で生成する活性代謝物の不活性化
反応で あり, 化学物質か らの生体の 防御を考える 上で もっ とも重要な反応の 1 つで ある . そ
の 反応を触媒するのが G ST であり , 第 2章で は これ まで に報告のなか っ た G ST 欠損動物と
して 1o w G STイヌ を見出し, その有用性を検討した . しか し, 1ow GSTイ ヌ で は, 欠損する
GS TYdfY df で代謝 され る 化学物質 による毒性 を高感度に検出可能と推療され る反面, 他の
GST 分子種で 代謝される 化学物質による毒性の 高感度な検出は困難で ある . そ こで我々 は,
G S Tの欠損動物以外で GS‡‡抱合能の低下した モデル動物と して , GSⅢ 抱合の際の補酵素で
ある G S Hの低下モデル を考えた. G SH含量の低下したモ デル動物は, 代謝に関与する G ST
分子種に非特異的に化学物質の GS H抱合能が低下する と考えられる ことか ら, G ST の欠損動
物よりも汎用性の 高いモ デル動物となる可能性がある .
G SH の低下剤には, G SH の 消去剤と GS H の合成阻害剤が知られ て い る . 前者で は, 消去
剤自身が G SH抱合を受ける ことにより GS Hが低下する . したが っ て , G S H抱合で解毒され
る薬物と併用 した場合, G S H抱合の競合により消去剤による毒性が認められる 可能性が考え
ら れ GS H低下モデル動物作製には不適切 で ある. 一 方, 後者として は, GS H合成の律速酵
素で あるy-gluta mylcysteine synthetase(y- G C S)の 阻害剤,BS Oが知られて いる 19). B S Oは†-G CS
を特異的か つ 不可逆的に阻害する ことが報告されて おり 21), 本剤をラッ トや マ ウス に単回投
与すると, 肝臓 , 腎臓 , 揮願お よび骨格筋な どで速やか に G S H含量が低下する ことが知られ
て い る 20). また , 本剤単回投与の数時間後に GSH 抱合で解毒され る薬物を投与する と, 薬物
を単独投与した場合と比較 して毒性が増悪する ことが示 され て いる 73
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. さらに, 本剤を 14
日間飲水投与する と,単回投与で ほとんど G S H含量に変化の認められなか っ た組織で も GSH
含量の低下が認められる こ とから 20), BS Oを 14日間飲水投与したマ ウス は , G S H低下モデ
ル動物として薬物を含む化学物質による毒性の高感度な検出や特異体質性の薬物障害予測に
応用可能となる こ とが期待される . しか し, GS H低下モデル動物を作製する 上で考慮する必
要の ある重要な項月 , すなわち, B S O自身による毒性および BS O飲水投与時の G SH低下作
用 の持続性につ い て は, これまで十分に検討されて い ない . 後者に関して は, B S O単回投与
後 10 hr以降には G S H含量は回復傾向を示すこ とや, 肝臓な ど 一 部の組織の G SH 含量に顕著
な 日内変動が認められる こ となどが報告され てい る こ とか ら76･79), 特に重要な問題で ある .
そ こで第3章で は, G SH合成阻害剤自身による毒性を発現するこ となく, G S Hを持続的に
低下するモ デル動物と して , B S Oによる持続的 G SH低下マ ウス を作製した. また , この 持続
的 G SH 低下マ ウス に ac etaminophen を投与し, 毒性の高感度な検出モ デル としての 本モ デル
の有用性を検討した .
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第1節 BS Oによる G S H低下マ ウス の搾製
第1節で は, 毒性お よび薬物代謝酵素の誘導や 阻害を惹起する ことな く G S H含量の 低下 し
た モデル動物を作製する ことを目的として , G S H合成阻害剤 であ る BS Oをマ ウス に 14日間
飲水投与し, 各種組織における G SH 含量の低下, B S Oによる毒性および肝薬物代謝酵素の 誘
導や阻害の有無を検討した .
【実験方法】
実験動物
日本 エ ス エル シ ー 株式会社で生産育成された雄性 B6 C3 Fl マ ウス に, 1 週間の馴化 を経て ,
6週齢より投与を開始した .
群構成, 投与用量および投与方法
0, 5, 10, 20および30mM 投与群の 計5群を設定し, 各群 4 例構成とした ･ B S O(Fig. 17,
シ グマ アル ドリ ッ チ ジャ パ ン株式会社) は , o, 5, 10, 20凄は び30m M の輝度で水道水に
溶解し, マ ウス に14 日間自由に摂取させた . 飲水量か ら, 本試験 では 1 日あた り5, 10, 20
お よび30mM 投与群でそれぞれ 252, 536, 995お よび 1502 m 帥gの B S Oが投与された と判
断した ･ B S Oの水溶液は, 投与開始 日お よび投与 8日目に調製 した . なお , 水道水にo.1 %(4.5
mM) お よび1 %(45 m M) の濃度 で溶解され た BS Oは , 室温で 15 日間安定であっ た . した
が っ て ,今回投与に用 い た水溶液中の B S Oは ,試験期間中安定で あっ た とこ とが保証された .
一 般状態 , 体重 , 摂餌量, 飲水量, 器官重量および解剖
一 般状態は , 動物搬入 日より解剖日 まで毎日 1 回以上個体別に観察 した. 体重, 摂餌量お
よび飲水量は , 投与開始日より解剖日 まで週 2 回個体別に測定した . 器官重量は, 肝臓, 腎
臓 ( 左右), 脂, 肺, 心臓および牌臓 の絶対重量 を測定 した . また , そ の重量を体重で 除し,
相対重量を算出した. 解剖は午前9:00より実施した .
血液生化学的検査
解剖日に全例にエ ー テル麻酔を施し, 後大静脈より採血 した . 得られた血液か ら常法に従っ
て血焚を調製し, A ST, AI:I, AL P, T.Bil, T.CHO, T G, G L U, T.P RO, A L 玉, A/G 比, uN ,
C R E, Ca 凄は び IP を測定した . これ らの測定には自動分析装置 (T B A-200FR:東芝メディ
カル株式会社) を使用した .
肝薬物代謝酵素測定
全例の 肝臓を用 い , M s および cs を調製した-･ これらを用 い , cyp含量, p -nitr ophe nolに
対する u GT 活性, G ST-C活性お よび G ST-D 活性を測定した . Msまは び cs の調 製方法, な
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らびに c yp含量, 各活性およびタンパ ク質濃度の測定方法は, 第2章 第1節に準じた .
G ST分子種の We ster nb且o士分析
各群 2 例の肝 cs を Tris-S DSBM Esa mplelo adingbuffer(策- 化学薬品株式会社)･で希釈後,
12･5 %の S D Sポ リ アクリル アミ ドゲル (EA SY- GEL II: フナコ シ株式会社) に5FLgのタ ンパ
ク質を負荷 し, 電気泳動を行っ た . 泳動後 , タン/1
o
ク質をゲルからIm m obilo nPV DF Tr apsfer
Membrane (第一 化学薬品株式会社) に転写 した . 膜をブロ ッ キング後, 一 次抗体 (抗ラッ ト
G ST Yc 免疫ウサギ抗体, 抗ラッ ト G ST Yb2 免疫ウサギ抗体ある い は抗ラ
,
ツ ト GS T Yp免疫ウ
サ ギ抗体 :以上, フ ナコ シ株式会社), 二 次抗体 (biotin 標識抗ウサギ免疫ウ マ抗体: アマ シャ
ムバイオサイ エ ンス 株式会社), streptavi din -ho rs er adishpe ro xida se co njugate およびE C L We ste rn
blottingdetection r e agent(以上 アマ シ ャムバイオサイ エ ンス株式会社) で処理 し, フイ ルム
(富士 フ イルム株式会社) に露光 ･ 現像 した .
稔 G S E含量測定
肝臓, 腎臓, 脳, 肺, 心臓, 牌臓, 肝臓, 小腸 (回腸), 大腸 (結腸), 骨格筋 (右大腿部),
血購お よび血球を, 5 %の 5-su 蜘 s alicylic a cid(和光純薬工業株式会社) で ホモ ジナイズした .
このホ モ ジネ - トを, 4oC下, 8,000×gで 10分間遠心分離し, 得られた上清を蒸留水で 10倍
に希釈した もの を測定試料 とした . 測定試料中の総 GSH (還元型と酸化型の総和) 含量の測
定には, Totalglutathio n eQu a ntific atio nKit(株式会社同仁化学研究所)を使用 し, 吸光度の測
定にはマ イク ロ プレ ー トリ ー ダ ー (spE C r RAma xP LU S: 日本モ レキュ ラデバイス 株式会社)
を使用した .
【実験結果】
一 般状態 , 摂餌量, 飲水量, 体重および器官重量
投与期間を通 じて , 対照群 を含む全例に 一 般状態の異常ならびに死亡例は認められなか っ
た ･ 摂餌量 には対照群との比較で投与群に有意な変化は認められなか っ た . 飲水量は Day1-5
に20お よび30mM 投与群 ト Day5-8 に全投与群で 一 過性に有意な減少が認め られたもの の ,
Day8以降は対照群 と投与群で有意な差は認められなか っ た . 解剖時の体重お よび器官重量を
Table13に示す . 解剖時の 体重は 20および30m M 投与群で有意に減少したが , 10%以内の ご
く軽度な減少であっ た . 一 方, 器官重量は , 30mM 投与群で肝臓の 絶対重量お よび相対重量
がいずれも有意な低値を示 したが, その他 に有意な変化は認められなか っ た .
血液生化学的検査
血液生化学的検査の 結果を Table 14に示す . AST が30m M 投与群で有意に上昇した . また,
TG が 10, 20および 30 m M 投与群 で有意に低下した . その他の検査項目に有意な変化は認め
られなか っ た .
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肝薬物代謝酵素測定お よび G S T分子種の Wes色e m b 蜘分析
肝薬物代謝酵素測定の結果 を Fig. 18 に, w esternblot分析の結果を Fig. 19に示す. c yp含
量, u G T活性および G S T-C活性に有意な変化は認められ なか っ た . 一 方, G STLD 活性は 10,
20お よび30m M 投与群で有意に上昇した . ラッ ト GST サブユ ニ ッ トに対する抗体 を用 いた
Weste rn blot分析の結果, 抗ラッ ト G STYc (alpha ク ラス G STサ ブユ ニ ッ ト) および GST Yp
(piクラス G STサ ブユ ニ ッ ト) 抗体と交叉するタ ン^
o
ク質には, 対照群と投与群で変化が認
められなか っ た . 一 方, 抗ラッ ト G ST Yb2 (m u ク ラス G ST サブユ ニ ッ ト) 抗体と交叉する
タンパ ク質は, 対照群と比較して 30m M 投与群で 軽度 に増加した .
稔 G S Ⅱ含量測定
組織中の総 G SH 含量をFig. 20 に示す . 検討したすべ ての 組織で G SH 含量が有意に低下し
た ･ も っ とも G S E含量の多か っ た肝臓 では , BS O の投与用量の増加とともに含量が低下し,
20および30m M 投与群で は対照群の 50 %以下の 値を示 した . 特 に顕著な低下を示 したの は ,
腎臓, 骨格筋, 大腸, 心臓および搾臓 で , 20ある いは 30 m M 投与群で いずれ も 80 %以上の
低下が認められた . また , 肺, ､牌臓, 小腸, 血薬お よび血球 で も 20あるいは 30m M 投与群
で50 %以上 の低下が認められ た . しか し, 脳で は 30mM 投与群で も 15 %の 低下が認められた
の みで あっ た .
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Fig. 17 Chemic alstr u ctu reof BS O.
Table13 Body w eights, abs olute orga n w eights a ndrelative o rganw eightsin mic etr e ated wi th B S O
viadrinking w aterfb∫14 days.
Ite m 0 m M 5 m M 10mM 20m M 30 mM
Body w eight(g)
Liv er
Absolute(g)
Relativ e(g%)
Kidn ey(R)
A bsolute(g)
Relativ e(g%)
Kidn ey(L)
Abs olute(g)
Relativ e(g%)
Br ain
A bs olute(g)
Relativ e(g%)
Lu ng
Abs olute(g)
Relativ e(g%)
He art
A b?olute(g)
Relativ e(g%)
Sple en
A bs?lute(g)
Relativ e(g%)
25.65±0.90 25.93±0.87 24.63±0.76 24.00 ±0.70
*
23.95±0.78
*
1
.
499±0.091
5.845±0.301
0.216±0.008
0.840±0.047
0.198±0.014
0.773±0
､
.060
0.484 ±0.006
1.888±0.07 4
0.138 ±0.003
0.535±0.017
0.115±0.006
0.450±0.029
0.062±0.008
0.24 3±0.030
1.517±0.050
5.853±0.081
0.2 21±0.009
0.850±0.029
0.197±0.011
0.760±0.014
0.476±0.019
1.835±0.113
0.136±0.010
0.525±0.024
0.1 22±0.007
01.473±0.039
0.066±0.006
0.253±0.017
1.41 ±0.058
5.728±0.075
0.200±0.017
0.810±0.047
0.193±0.015
0.785±0.044
0.484±0.010
1.968±0.053
0.131±0.009
0.530±0.029
0.120±0.004
0.485±0.006
0.063±0.004
0.255±0.013
1.377±0.03 1 1.284±0.074
' '
5.740 ±0.107 5 3 63±0. 07
'
0.200±0.003 0.2 3±0.011
0.833±0.022 0.850±0.068
0.202 ±0.012 0.189±0.017
0.840±0.035 0.788±0.087
0.479±0.016 0.481 ±0.009
1
.
995±0.074 2.008 i 0.097
0.132 ±0.009 0.127±0.013
0.550±0.029 0.530 ±0.050
0.110±0.002
0.458±0.015
0.11 ±0.005
0.465±0.024
0.062 ±0.002 0.061±0.006
0.258±0.010 0.253±0.021
Thedata ofeachpara m et r r epr es ent the m e an±S Dof4 mic e.
* a nd * *: Signi五ca ntly differe ntfro mthe m e an v alu e of the c o ntrolgro up b<0.05a ndp<0.01,
r espe ctiv ely, Du n n ett
'
stest).
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Para m et r 0 mM 5 mM 10 m M 20m M 30m M
AST(Wり
A I:I(UA)
,
ALP(UrL)
T･BIL(mg/dL)
T･CHO(mg/dL)
TG(mg/dL)
G L U(mg/dL)
T･P RO(g/dL)
ALB(g/dL)
A/Gratio
U N(mg/dL)
CR E(mg/dL)
Ca(mg/dL)
IP(mg/dL)
4 2.0±5.0
28.3± 1.7
374
.8±32.9
0.030±0.018
91.0± 12.2
147.8 ±51.1
252.8 ±2.6
4.63±0.28
1.53±0.10
0.478±0.010
34.83±6.63
0.095±0.013
9.78±0.22
7.73±1.93
35.5 ±2.9
22.8 ± 2.2
402.0±34.5
0.018±0.010
95.0±6.5
1 20.0±30.0
255.0± 24.4
4.78±0.05
1.53±0.05
0.470±0.008
36.03 ±4.43
0.098±0.005
10.03±0.21
7.86±1.00
39.0 ±3.6
21.0 ± 1.0
34 1.3±36.1
0.030±0.000
95.7 ±4.6
72.3± 15.0
*
250.7 ±36.9
4
.77±0.06
1.53±0.06
0.480±0.017
34.30±5.56
0.097±0.023
9.97±0.32
6.62±1
.
43
44.3 ±8.3
27.0± 12.1
306.8± 45.4
0.03 ±0.015
99.3 ±6.4
70.0± 14j
*
261.3±63.2
4.90±0.20
1.60±0.08
0.483±0.01 7
30.23± 1.80
0.085±0.006
10.13±0.66
7.87±2.3 2
59 3±4.3
' '
29.3 ±5ユ
289.5 ±85.1
0.023 ±0.026
99.0 ±9.0
53.0 ±10.3
* *
2 49.5 ±20.9
4.70±0.14
1.58±0.05
0.488±0.010
29.03±5.15
0.100±0.038
9.80±0.36
7.36±0.60
T hedata ofe a chpar am eter r epre s ent the m e aniSD of4 mic e.
* a nd * *: SigniBcantly differe ntfro mthe m e an valu e ofthe c o ntr olgro up(p<0.05 andp<0.01,
r e spectiv ely, Du n n ett
'
stest).
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【考察】
本節で は , 毒性お よび薬物代謝酵素の誘導あるいは阻害を発現する ことなく , G S H含量の
低下したモ デル動物を作製する ことを目的として , BSO をマ ウス に14 日間飲水投与し, 各痩
組織 における G S H含量, 毒性および肝薬物代謝酵素に及ぼす影響を検討した .
総 G S H含量測定の結果 , 検討を行? たすべ ての組織で G S H含量が有意に低下し, 20およ
び30m M 投与群で は脳を除くすべ ての 組織で対照群の約50 %以下に低下した . これ らの 結果
は従来の 報告20) とほぼ 一 致した ･ 各組織で低下率に相違が認められたが , これは, y- G CS の
(
発現量 ,G S H合成に必須な cystein eの供給お よび G S Ⅲの 消費量等に影響を受ける GSH の turn
o v erの速さな らびに BS O の分布量等の相違に関係する と推察され る . すなわ ち, G S H のturn
o v erの 速い組織ある い は B S O の分布量の多い組織で GSH 含量の低下率が高か っ たと考えら
れた . なお, ラ ッ トの脳室 内に B S Oを直接投与すると脳内の GSH 含量が顕著に低下する こ
とが報告されて い る ことか ら 80), 本試験で脳のみ G SH 含量の低下が軽度だっ た のは, 血 捌尚
関門の 存在により B S Oの脳 へ の移行が少なか っ たためと思われる .
一 方, 本試験で は , 投与期間を通じて死亡例, 一 般状態の 変化な らびに毒性と判断される
10%以上の 体重減少は認められなか っ た. 投与 8 日日まで飲水量の 一 時的な低下が認め られ
た ものの , そ の後回復した こ とか ら, BS Oの忌避はない もの と思われる . 30m M 投与群で認
め られた AST の有意な上昇は, AI:I, AL Pお よび T.B m等そ の他の肝機能検査値にまっ たく
変化が認め られなか っ た ことか ら偶発的変化と判断した . しかし, 同群で は肝臓の 絶対重量
および相対重量が いずれ も有意な低値を示 して おり, 30m M の BS Oは肝臓に何らか の影響を
及ばす可能性が示唆された . そ の他, TG が投与用量の増加に伴い対照群の 50 %以下に低下し
たが , TG には摂餌 に伴う顕著な日内変動が認 められ る ことから, 毒性学的に見て重篤な変化
ではない と推察され る .
薬物代謝酵素に 関して は, c y p含量および u GT 活性に有意な変化は認め られなか っ た.
30m M 投与群で m u クラス の G ST の軽度な誘導が認められたが , 同群で は G S H抱合に必要
な GSH が顕著に低下した状態にある ことから, in viv oで の G SH 抱合反応は低下すると推察
される . なお, 本試験で測定したin vitT10 で の G ST- D 活性は, 測定時に GSH を過剰に添加し
て いる ことから,
●
G ST の誘導が反映されて上昇したと考え られた.
以上 , 20お よび30m M 甲 BS O のマ ウス に対する 14日間飲水投与により , 脳を除く検討し
たす べ て の組織で G SH 含量が対照群の 約50 %以下に低下した . しか し, 30m M 投与群で は,
肝臓重量の低下等, 毒性の徴候 も認 められた . したが っ て , BS Oをマ ウス に飲水投与し GS H
低下モ デル を作製する際には, BS Oの濃度を 20mM まで に抑える必妻がある . すなわ ち, 20
m M のBS Oを 14日間飲水投与した マ ウス は, 毒性および薬物代謝酵素の変動を発現する こ
となく各種組織で G SH 含量が顕著に低下した モデル動物で ある と結論した .
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第2節 B S Oによる G SH低下マ ウス における GS‡‡低下の持続性
前節で は , 20 mM の B S Oを マ ウス に 14 日間飲水投与する ことにより, 毒性お よび薬物代
謝酵素の変動を発現する ことなく, 脳 を除く各種組織で G S H含量を約50 %以下に低下させ る
ことが可能である こ とを述 べ た . しか し, 肝臓お よび腰臓など幾 つ かの組織で は G S H含量に
日内変動が報告されて いる 76
-79, 81)
. また , BS Oの単回投与後10 hr以降, 低下した GSH 含量
が回復し始めることな ども報告されて い る 82). したが っ て , 今回作製した G SH 低下 マ ウス が ,
1日を通じて持続的にG SH が低値 を示す持続的G S H低下マ ウス と考えられ るか につ い て は,
前節の結果か らは明らか で はない . そ こで , 第2節で は, 20 m M の BS Oを14日間飲水投与
したマ ウス におい て , G S H低下の持続性を検討した .
【実験方法】
実験動物
日本エ ス エ ル シ ー 株式会社で 生産育成され た雄性 B6 C3Fl マ ウス に, 1 週間の馴化 を経て ,
6週齢より投与を開始した .
群構成, 投与用量お よび投与方法
o凍は び20 m M 投与群の計 2群を設定 し, 各群 24例構成とした . BS O(シグマ アル ドリ ッ
チ ジ ャパ ン株式会社) はoお よび 20 m M の濃度で 水道水 に溶解し, 14日間自由に摂取させ
た ･ 飲水量か ら, 本試験で は 1 日あたり 1072mdkg の B S Oが投与されたと判断した . 前節
同様, 本試験で も BS Oの水溶液は投与開始 日および投与8 日目に調製した .
一 般状態, 体重, 摂餌量, 飲水量お よび解剖
一 般状態は, 動物搬入 日より解剖 日まで毎日 1 回以 上個体別に観察した . 体重, 摂餌量お
よび飲水量は, 投与開始日より解剖日 まで 週2 回個体別に測定した . 14日間の投与期間終了
後, 動物は 1:00, 5:00, 9:00, 13:00, 17:00お よび 21:00に両群とも 4例ずつ 解剖した .
血液生化学的検査
解剖時に採血 し, 前節で検討した検査項目を同様の方法で測定した .
給 GSⅡ 含量測定
前節で検討 した組織 における G SH 含量を同様の方法で測定した . なお本節では , G S H含
量の A U Cを台形法により算出し, 対照群 と投与群で 比較 した .
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【実験結果】
一 般状琴, 摂餌量, 飲水蓋お よび体重
投与期間を通じて , 対照群を含む全例に 一 般状態の異常な らびに死亡例は認められなか っ
た ･ 摂餌量は, Day1-4 および4-8に投与群で 一 過性に有意な減少が認められた ものの , Days
以降は対照群と投与群 で有意な差は認められなか っ た . 飲水量には有意な変化は認められな
か っ た . 解剖時の体重は投与群で有意に減少したが , 6.2%の ごく軽度な減少で あっ た ことか
ら, 毒性とは判断しなか っ た.
血液生化学的検査
前節で 投与により顕著な低下の認 められた TG の結果を Fig. 21に示す. 投与群では, 対照
群と比較して 5:00, 9:00凄は び 17:00に有意な低値が認められた . しか し, 両群とも摂餌に
伴う顕著な 日内変動が認め られ , 対照群および投与群の T Gの 日内変動範囲は, それぞれ 14.5
- 2 19.8お よび 9.5 - 127.0 mg/dL で あっ た . 投与群の変動はほぼ対照群の変動範囲内で の変動
で あ っ た ことか ら, 前節で考察した とおり, TG の低下は毒性学的に重篤な変化ではない と判
断した . そ の他の検査項目に関して は, 投与に起因した変化は認められなか っ た .
絵 G S‡‡含量測定
マ ウス にお ける総 G SH含量を AU Cとして Table15に示す. 対照群の各組織における G SH
含量の AU Cは , 多い順に, 肝臓 > 小腸 > 牌臓 > 大腸 >腎臓 > 肺 > 脳 > 肺臓 > 心臓 >
骨格筋で あっ た . また , 血液中では血薬よりも血球に GSH が局在した . 20 mM の BS O投与
により, 1 日の GSH 含量 を反映する A U Cも, 脳を除く各組織で約50 %以下に低下した . 一
方, 組織中の総 GS H含量の経時変化をFig. 2 2に示す . 肝臓, 肺, 心臓, 牌鳳 僻臓, 小腸,
大腸および骨格筋におい て , 検討したす べ て の 時間に対照群と比較して投与群で有意に低値
を示 した. また , それ以外の組織でも検討したすべ て の時間に投与群で低値を示 した .
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Table15 A U Cof GS H in mic etreated with orwithotlt20m M BS O.
A u °ofG SH Au °r atio, %
Tis su e o m M BS O 20 m M BS O (20 m M/0 m M)
uv er
Eidn ey
Br ain
Lu ng
He art
Sple en
Pan creas
Sm allintestin e
Largeintestin e
Skeletalm u scle
Plasma
Blo odc ells
182.3 84.6 46.4
52.1
38.1
48.8
30.6
72.0
33.7
72.2
52.6
18.5
580.1
39559.6
8.7 16.7
34.0 89.2
24.6 50.4
6.0 19.6
37.1 51.5
9.1 27.0
23.4 32.4
8.6 16.3
5.3 28.6
304.5 52.5
2 1528.8 54.4
The ar e a u nderthe c o n c e ntratio n-tim e c urve(AU C)is expre ssed asFL mOl･hr凡
fo rplas m a and blo odc ells, a ndFL m Ol･hr/gtis su efo rothertisstleS andorga ns.
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【考察】
本節で は, 20 mM の BSO を14日間飲水投与した マ ウス にお いて , 各種組織の G S H低下の
持続性を検討した . そ の結果, 肝臓お よび搾臓の対照群の G SH 含量には , 暗期に上昇し明期
に低下する従来の報告と同様の 日内変動が認められた 76
‾79, 8 1)
. 肝臓における日内変動の原因
は, GSH の生合成に必要な cysteineが摂餌に伴い 暗期に板取されるためと推察されて い る
83)
一 方, 投与群の肝臓お よび揮厳にお ける G S H含量は, 対照群 とは逆にむ しろ癖期に低下し明
期に上昇する傾向を示 した . この原因として は, マ ウス が摂餌と ともに時期に飲水し, それ
l
に伴い B S Oが暗期に摂取された ことが考えられた . 一 方, その他の組織の G SH含量には明
確な日内変動は認め られなか っ たが , 投与群で は検討したすべ て の組織ですべ て の時間に対
照群に比較して G SH 含量が低値を示 した .
以上の結果か ら, 20 m M BS Oを 14 日間飲水投与した マウス は, 1 日を通じて各種組織の
osH 含量が低値を示す持続的 GSH 低下マ ウス で ある ことが明らかとな っ た . 特に本モデル
は , ①投与方法が簡便, ②毒性および薬物代謝酵素の誘導あるいは阻害が認められない , ③
通常暗期に高値を示す肝臓や停臓の GSH 含量を効率的に 低下させ る ことが可能, ④GSH 含
量の 低下が 1 日を通じて 持続し, か つ 脳を除くほとん どの組織で G S H含量が約50 %以下に低
下する, とい う 4 つの点で優れた動物モ デル で ある と考えられた .
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策3節 BSO による持続的G S H低下マウス における a c e息a m畳m ophe m誘発
肝および腎障害の増強
前節まで に, 20 mM の BSO を 14日間飲水投与した マ ウス は , 脳を除く各種組織で G SH 含
量が持続的に低下した モデル動物で ある ことを明らかに した . 第 3節では , 本モデル の有用
性を検討する 目的で , マ ウス に B S Oお よび a c eta minop血e nを併用 し, aceta血 nop血e n による毒
性が本モ デル で増強され る可能性を検討した .
【実験方法】
実験動物
日本 エ ス エ ルシ ー 株式会社で生産育成され た雄性 B6C3Fl マ ウス に, 1 週間の馴化を経て ,
6週齢より投与を開始 した .
群構成, 投与用量および投与方法
oおよび20m M の BS O(シ グマ アル ドリ ッ チ ジ ャ パ ン株式会社) ならびに o, o.125お よ
びo.25 %の a c etaminophen (シ グマ アル ドリ ッ チ ジヤ/1
o
ン株式会社) を, 1 群 10例の マウス
に単独あるい は併用投与した . 群構成は以下に示 す. BS Oは oおよび20 mM の濃度で水道水
に溶解 し, 14 日間自由に摂取させた . また , a c etaminophen は o, o.125お よびo.25 %の濃度で
粉末餌 (certiBed RodentDiet5002:P M INutrition Inte m ationalIn c.) に混合 し, 14日間自由に
摂取させた . なお , BS O水溶液および ac早t aminophen混合餌は , 投与開始日お よび投与 8 日
目に調製 した .
0 m M BS O 20 m M BS O
0 %ac eta minophe n a ≡ 10 n ≡ 10
0.125 %a c et amin ophen n I 10 n = 10
0.25 %a c eta min o he n n = 10 n = 10
一 般状態 , 体重, 摂餌量, 飲水量, 器官重量および解剖
一 般状態は , 動物搬入日より解剖日まで 毎日 1 回以上個体別に観察 した . 体重 , 摂餌量お
よび飲水量は , 投与開始日より解剖日まで 週 2 回個体別に測定した . 器官重量は, 肝臓, 腎
臓 (左右), 脳, 肺 , 心臓お よび牌臓の 絶対重量を測定した . また , そ の重量を体重で 除し,
相対重量を算出した . 解剖は午前 9:00より実施した .
血液学的検査
解剖 日に, 10例中5例/群にエ - テル麻酔を施し, 後大静脈より採血 した . この血液に抗凝
固剤 (15 %ED TA-2K) を添加し, R BC, H B, HT, M CH , MC V, MCHC, R E T, PLY, WBC,
wBC %, AN モお よび A I;Y を測定 した . こ のうち , wBC %の測定には血液細胞自働分析装置
(マイク ロ
■
ッ クス H EG_120A: オム ロ ン株式会社) を, そ の他の 項目の測定には自動血球計
62
数装置 (ADV払120: バイ エ ル メディ カル株式会社) をそれぞれ使用 した .
血液生化学的検査
解剖日に, 血液学的検査 に供さなか っ た残り5例/群にエ ー テル麻酔を施し, 後大静脈より
採血 した ･ 得られた血液から常法に従 っ て血衆を調製し, AS T, AL;T, ALP, T.Bil, T.CHO,
TG, G L U, T.PRO, AL E, A/G 比, u N, CR E, Ca お よび Ⅳ 測定した. これ らの測定には自
動分析装置 (T B A-200FR:東芝メディカル株式会社) を使用 した . またそ の他に, Day2に各
群の 生存例全例の眼窟静脈叢か ら少量の血液を採取し, 血衆分離後, AI:T および c R Eを測定
l
した . 本測定には簡易型の 分析装置 (55 00 Ⅴ: 富士通株式会社) を使用した .
病理組織学的検査
血液学的検査に供した 5例/群の肝臓および腎臓につ いて実施した . 病理組織標本の作製方
法に 関して は, 第1章 第 1節に準 じた.
稔 GSI‡含量測定
解剖日に, 血液生化学的検査 に供した 5 例/群か ら本章 第1節で検討した組織を摘出し,
G S H含量 を同様の方法で測定した .
【実験結果】
一 般状態
B S Oとo.25 %ac etaminophen の 併用群で 10例中9例が Day2 に死亡した . この ため, 残り
の 1例およびo.25 %a c eta min ophe n単独投与群10例全例は Day 2 に臨時剖検 した . 一 方, そ
の他の群で は, B S Oとo.125 %ac etamin ophe nの併用群の 1例で , Day4 および Day5
､
に呼吸不
整が認められ た以外に 一 般状態の変化は認 められなか っ た .
体重, 摂餌量お よび飲水量
解剖日の体重には, o.125% a c etamin ophen 単独投与群お よび BS Oとo.125 % ac etami皿OPhen
の 併用群とも, それぞれ の対照群と比較して 有意な変化は認められなか っ た . 摂餌量は, BS O
と o.125 %acetamin ophen の併用群で Day4-8に
一 過性に有意な低下が認められた . 飲水量は,
o.125 % ac eta min opbe n単独投与群で は対照群との 間に差は認められなか っ た もの の , BS Oと
o.125 %acetamin ophenの 併用群では投与期間を通 じて対照群よりも約30 %低値を示 した .
器官重量
0.125 % ac eta minophe n 単独投与群の肝臓の絶対重量および相対重量がいずれ も有意に増加
した . しか し, 増加率はい ずれ も 10 %前後で ごく軽度な増加であり, 肝細胞肥大等を示唆す
る変化で はなか っ た . その 他に絶対重量ならびに相対重量が ともに増減した器官はなかっ た.
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血液学的検査
o.1 25 %a c eta minopbe nの投与 に起因した変化は, 単独投与群および BS Oとの併用群ともに
認められなか っ た .
血液生化学的検査
血液生化学的検査項目のうち , 肝障害および腎障害の も っ とも典型的な指標となる A I:Tお
よび cR 丑 の結果を Table16に示す . Day2 には, BS Oとo.25 %a c eta minophe n投与群の 生存例
1例で , A L:Tが 23300 U凡, CR Eが 1.20 mg/dLと著しい高値を示 し, 同群で は重度の肝障害
および腎障害が認められる こ とが推察された (詳細は病理組織学的検査の項参照). しか し,
o.25 %a c etamin ophe n単独投与群で は両検査項目ともに正常値を示 した ･ 一 方, BS Oとo.125 %
acetamin ophe nの併用群の AI_T には非常に顕著な個体差が認められたもの の , 対照群の 平均値
と比較して いずれ の個体も高値を示 した . 同群の CR Eは対照群 と差がなか っ た . また, o.125 %
ac etamin ophe n単独投与群では A I:Tお よび cR Eとも正常値 を示 した . 興味深い こ とに, 解剖
時には, ALT お よび cR E-を含むす べ て の検査項目に o.125 %a c etaminophen投与に起因した変
化は認められ なか っ た .
病理組織学的検査
10例中9例が Day2 に死亡した BS Oおよび o.25% a c etaminophen併用群では , 肝細胞お よ
び腎尿細管上皮細胞の重篤な壊死が認 められた (それぞれ photo lbお よび 2b). すなわち ,
血液生化学的検査か ら予想され た通り, 重度の肝障害な らびに腎障害が認められた . しか し,
o.25% a c et amin ophe n単独投与群で は, 病理組織学的に肝障害お よび腎障害は認められなか っ
た (そ れぞれ photo la お よび 2a). 一 方, BS Oとo.125 % a c etamin ophen併用群では ,
一 部の
個体で線維芽細胞の浸潤を伴う限局性の肝細胞壊死が認められたが (photo 3d), 腎臓 には変
化は認め られなか っ た . また, BS Oおよびo.125% a c etamin ophenそれぞれ の単独投与群 (そ
れぞれ photo 3bおよび3c) な らびに BS Oと a c etamin ophe n の非投与群 (photo 3a) で は, 肝
臓および腎臓 ともに変化は認められな か っ た .
総 G SI‡含量
肝臓な らびに腎臓 における G S H含量を Fig. 23に示す . BS O投与の有無に 関係な く,o.125 %
a cetamin ophe n投与による影響は認められ なか っ た ･
一 九 BS Oと o.25 % a c etamin ophe n の併
用群 1例の G S H含量は , 肝臓, 腎臓 とも に BS O単独投与群の G S H含量の平均値よ りも, そ
れぞれ 30お よび39 %低値を示 した .
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Table 16 Blo od bioche mic al para meters (A LTa nd C RE)in mic e tre ated wi th BS O a nd
a c etamin ophe n(AP AP).
Dayof AI∬( 叫 CR E(mg/dL)
m e as ure m e nt Gr o up o mM BS O 20m M BS O 0mMLB S O 20 m M BS O
Day2 0 % A PA P 28.1 ±13.7 29･2± 17･4 o.16±0.08 0. 0±0.00
0.125 % APA P 26,9 ±10,4 2662.7±8094.7 o.o2 ±0.06 0. 2 ±0.06
0.25 % A FAP 31.7 ±13.6 23300 o.17±0.09 1.20
Day15 0 %A PA P 26･4 ± 4･2 22･0± 2.0 o.o9±0.01 0.lo主o.02
0.125 % AP P 29･0 ± 3.2 4 1. ± 33.6 o.lo主o.01 0.11±0.03
T hedata of thepar a m eters o nD ay2represe nt the m e a n±S Dof 10 mic e exceptfo rthegroupthatw as
do s ed20 m M BS Oa nd O･25 %ac etamin ophe n sim tlltan e o u sly.
Thedata oftheparam eters ofthe on e m o use thatst -ived o nDay2 are show nforthisgro up･
Thedata ofthepar a meterso nDay15repre s entthe m e a n±S Dof 5 mice.
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Photo 1 E & E-Stain eds ection s ofJn O u Seliv er o nDay2 after0.25 %a c etamin ophe ntr e atment(a)and
both 20m M B S Oa nd 0.25 %a c etamin ophentr eatm ent(b).
C
,
c eJltralv eiA;P, Fo r(altriad.
Photo2 1 & E-S taiA ed s ectio n s of n ot)sekidney o nD ay2 a丑er0.25 %ac etamiJIOPhe ntreattn e nt(a)
a ndboth 20 mM B S Oa nd 0.25 %a c et amin ophe ntre atm e nt仲).
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Photo 3 H & E-stain ed se ctio n s of n o t)s eliv e r o nD ay 15 after n o n-tr e atm e nt(a), 20m M BSO
tre atm e nt(b),0.1 25 %a c etamiJIOPhe ntr e atm e nt(c) and both 20m M B S Oa nd0.125 %a c etamin ophe n
tre atm e nt(a).
C
,
c e ntralv eiJl;P, po rtaltriad.
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【考察】
本節で は, B S Oによる持続的 G S H低下 マウス の 有用性を検討する目的で , マ ウス に BS O
お よび ac eta min ophen を 14 日間併用し, acetaminophen による毒性が持続的 G SH 低下 マ ウス
で増強され る可能性を検討した . そ の結果, 20 mM BS Oとo.25 % ac et amin ophe nの併用群で
は,重度の肝お よび腎障害により10例中9例が Day2に死亡した ･ しか し,o.25 %a ceta minophe n
単独投与群 で は, 血液生化学的にも病理組織学的にも同日に肝障害あるい は腎障害は認めら
れなか っ た . Ac etamin ophe nの大量投与時に 札 主代謝経路で ある ダルク ロ ン酸抱合や 硫酸抱
合が飽和 し, 毒性の 強い キノ ン型代謝物 加 a c etyl-p -benそOquin o n eimin e)
84)や ラジカル(淋 acetyl-
p -be n z osemiqtlin o n eiminer adical)
85) へ の 代謝が先進する ことが知られて い る . これらの活性代
謝物は通常 G S H抱合等により解毒されるが , B S Oとの併用群 で は, 肝臓お よび腎臓 にお ける
G S H含量の顕著な低下により これらの解毒が行われず, 毒性発現に つ なが っ た と推察された .
一 方, 20 m M BS Oとo.125 %a c et aminophen の併用群では , 個体差は認められたもの の Day2
紅AL:Tが 上昇し, 肝障害が誘発された ことが示唆された ･ ･しか し, 興味深い ことに, Day15
には同群の AI:T はほぼ正常値を示 した . また, 投与期間終了後の 同群の病理組織学的検査で
は, 一 部の個体の肝臓 に線維芽細胞の浸潤を伴う限局性の 肝細胞壊死が認められた . 血液生
化学的検査で投与耕期にのみ A 1:Tの 上昇を認めた こと, 病理組織学的検査で線維芽細胞の浸
潤 を認めた こ とから, BS Oと o.125% a c etaminophen の併用群で は, 投与初期に肝障害が認め
られ , そ の後 , 障害が 回復傾向を示 した こ とが考 えられた . この 原因は本試験では明らか で
はな い . しか し, 可能性の 1 つ として , 投与初期に誘発された肝障害により a c eta min ophe nの
キノ ン型代謝物 へ の代謝が抑制され , その結果 , 障害が軽減 した こ とな どが推察され た . な
お , 同群 で は , 血液生化学的にも病理組織学的にも腎障害は認め られな か っ た ことか ら ,
o.125% a c et amin ophe nの混餌投与で は , た とえ腎臓 の G SⅡ が 20 %以下に低下 して も, 腎臓に
障害は認め られない ことが明らか とな っ た . また , 20 m M BS Oお よびo.125 %ac etamin ophe n
の単独投与群 では肝臓および腎臓に変化は認め られなか っ た . したが っ て , BS Oとo.125 %あ
る い は o.25 % a c eta血in op血e n の 併用群 で 認め られ た毒性 は , 持続 的 G S H低下条件下 で
a c etamin ophenが投与され た ことにより特異的に誘発された変化 であ るこ とが明らか とな っ た ･
以上 の結果から, BS Oによる持続的 G S H低下 マ ウス で は, ac etaminophen の ように , G SH
抱合で解毒 される反応性の高い活性代謝物を代謝過程で 生 じる 化学物質による毒性が , よ り
低用量で発現するこ とが明らか とな っ た/したが っ て本モデル は, 第2章に記載した1o wG ST
イヌ 同様 , 毒性試験 へ の応用 により毒性の高感度な検出や特異体質性薬物障害の予測が可能
となる こ とが期待される . b w G ST イヌ の長所は , BS O等の化学物質を投与する こ となく,
先天的に低 G ST 活性を示す ことである . しか しそ の反面, 1ov G ST イヌ で毒性を高感度に検
出可能な のは G STY dfY dfで代謝され る化学物質に限定され る, とい う短所が存在する . 一 方,
本章 で明らか とした BS Oによる 持続的 G S H低下 マ ウス で は, G ST 分子種に非特異的に G SH
抱合反応 で解毒され る化学物質による 毒性の高感度な検 出が可能と考えられる . したが っ て ,
BS Oによる 持続的 GSH 低下 マ ウス は , 特定の GST 分子種の 欠損モ デル に比べ , よ り汎用性
が高い と推察され る .
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か 括
第3章 では, 持続的 GS H低下モデル の作製を試みた . G S H の低下剤として は G SH合成阻
害剤である BS Oを用 い , マ ウス にお いて GS Hを持続的に低下させる ことが可能か検討した .
また , この 持続的 G S H低下マ ウス に, 高量投与時には G SH抱合で解毒され る ことが知られ
て い る acetamin ophe nを投与し, GSH の低下により a c etaminophen の毒性が増強する可能性を
検討した . その 結果, 以下の知見を得た .
B S Oの マ ウス に対する 14 日間飲水投与により, 30m M 投与群で肝臓重量の有意な低下お
よび m uクラス G STの 軽度な誘導が認め られた . しか し, 20 mM 以下の投与群では毒性
お よび薬物代謝酵素の 変動は認められなか っ た . したが っ て , 本モ デル作製には B S O の
投与用量を20m M 以下に設定する必要がある と考えられた .
20 m M B SO のマ ウス に対する 14日間飲水投与により, 脳を除く検討したす べ て の組織で
GSH 含量が約50%以下に低下した . すなわ ち, もっ とも含量の 多か っ た肝臓で は 50 %J;2L
上の 低下が認められ , も っ とも顕著な低下を示 した腎臓, 心臓および大腸で は80 %以上の
低下が認められた .
20 mM BS Oを14日間飲水投与したマ ウス にお いて G SH 低下の持続性 を検討した. その
結果, 投与群の G SH含量は, 検討したすべ て の組織で 1日を通 じ対照群より低値を示 した .
特に, 対照群の肝臓 で は暗期 に GS H含量が上昇する日内変動が認められたが , 投与群で
はむしろ暗期に G S H含量が低下する傾向を示 した . したがっ て , 本モ デル は, 通常もっ
とも GS H含量の多い 時期の肝臓 にお い て効率的に G S H含量が低下する , 優れ た持続的
GSH 低下モデル である こ とが明らか とな っ た .
マ ウス に20 m M B S Oと a c eta min ophen を併用する ことにより, a ceta min ophen単独投与で
は まっ たく毒性の 認め られなか っ た投与用量で顕著な肝障害お よび腎障害が認められた .
したが っ て , 今回作琴した持続的 GSH 低下 マウス は, GSI‡抱合で代謝され る化学物質に
対する感受性が高い ことが示 唆された .
以上 の結果か ら, こ の持続的 G SH低下マ ウス を毒性試験に用い る ことにより , GSli 抱合
で解毒され る薬物や求電子性で 反応性の高い活性代謝物を代謝過程で生成する薬物による毒
性を高感度に検出可能と考えられた . また, この よう な薬物により誘発され る特異体質低障
害の検出も可能とな る こ とが期待された . 本モデルは G SH抱合の補酵素である GSH が低下
して い る ことか ら, 特定の GST 分子嘩に触媒され る G SH抱合活性の みな らず, すべ て の GS H
抱合活性が非特異的に低下する と考えられ る . したが っ て, 特定の GST 分子種の欠損モデル
に比 べ , より汎用性が高い点が特に有用と患われ る .
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第4車 RiEa m野icin 旺よる cy p3A 誘導マ - モセ ッ トの
作製
第1牽か ら第 3章まで は, 薬物代謝酵素の欠損あるい は補酵素の枯渇による薬物代謝活性
の低下モデル に着日した . これらの モデル で は, 薬物あるい は薬物か ら生成する活性代謝物
の消失の抑制により, 毒性の高感度な検出が可能で ある こ とが示唆された . 一 方, 薬物から
活性代謝物 へ の 代謝が冗進したモ デル動物も, 薬物代謝酵素の 欠損動物や薬物代謝活性の低
下モデル動物と同様に, 薬物による 毒性が より低用量で 発現する こ とが考えられる.
こうしたいずれ の場合も説明できる 例が a c etamin ophe n で ある. u G TIs の 活性を欠損する
Gu n nラ ッ トで は, wistar ラ ッ トより低用量で a c etaminophe n によ る肝機能検査値の 上昇が認
められ る ことが報告されて い る 45･ 46). また , 第 3章で は, G Sh の低下により a c etaminophe n
による肝障害の顕著な増強が認められ た . 一 方で , CY P 2 Eあるい は c y p3A な どの誘導剤前
処置により, a c et amin ophen による肝障害が増強する との報告 もある
86-89)
. この毒性増強は,
c yp の誘導により, ac etamin9Phenか ら活性代謝物である N- ac etyl-p -benzoquinon eimin e へ の代
謝が冗進した ためと考えられ cyp の誘導モ デル も, 毒性試験 へ の応用により毒性の 高感度
な検出や特異体質性薬物障害の検出に応用可能とな る こ とが推察される .
そ こで第4章で は, c yp 分子種の うち, ヒトで もっ とも含量が多く 90), 50%以上の 薬物の
代謝に関与する との報告もある 22, 23) c w 3A に着目し, c yp3A 誘導モ デルの作製を試みた .
実験動物と して は, c yp3A の相同性がカニ クイザル等の 旧世界ザル に次い で高い こ とが報告
され て い る コ モ ン マ - モセ ッ ト (マ - モセ ッ ト) 91･ 92) を選択し, c yp3 A の誘導剤 には抗結
核薬で ある rifampicin を使用 した . なお , 本章では , マ
- モ セ ッ トにお ける cy p3A 誘導を非
侵襲的に評価する ことを目的として , 尿中の 6β- OHF な らびに F の濃度を測定し, ヒ トにお
い て C YP3 A誘導の指標と報告されて い る尿中の 6P- OH Fと F の比 (6P- O H FP 比)
93-95' が ,
マ - モセ ッ トで も同様の指標にな り得るか に つ い て も併せ検討 した .
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第1節 マ - モセ ッ トに対する riEa mp呈cin 投与による c y
-
p3 A誘導
新世界ザル に分類される マ - モ セ ッ トは, c yp3 Aを始めとする各種 c y p分子種の相同性
が 旧世界ザル に次い で ヒトに近い こ と91, 9 2), 成獣の大きさが5 00g以下と小さく毒性試験実
施時に必要となる被験物質が旧世界ザルに比べ 少量で済む ことなどから, 今後毒性試験で の
利用 が増える と予想される実験動物の 1 つ である . 第1節で は, もっ とも多くの薬物の 代謝
に関与する CY P3 A22･ 23) の 誘導モ デルをマ - モセ ッ トで作製する ことを目的として , 亡ト93)
お よび各種実験動物 96
-98) で CY P3 Aを誘導する ことが知られる rifa mpicin をマ
- モセ ッ トに4
1
日間反復経 口投与し, c y p3A の誘導を検討した .
【実験方法】
実験動物
三共株式会社 安全性研究所生産の 1 - 2歳齢の雄性コ モ ン マ - モセ ッ ト計12例を使用した .
群構成 , 投与用量お よび投与方法
o, 10お よび20 m 帥g投与群の 計3群を設定し, 各群 4例構成とした ･ o.5 % CMC(和光純
薬工業株式会社) 水溶液で rifampicin (和光純薬工 業株式会社) を腰濁し, 胃カテ
ー テル を用
い て 4 日間反復経 口投与した. なお, 臨床で は, rifa mpicinは 1日 に450- 600mgn)ody の投与
用量で ヒトに投与される. 本試験の低用量群の投与用量は , 臨床用墓相当量で ある 10 mgrkg
と設定した .
一 般状態, 体重, 肝臓重量お よび解剖
一 般状態は, 投与開始前より解剖日まで毎日 1 回以上個体別 に観察した . 体重は, 投与開
始前および解剖日に個体別 に測定した . 解剖 日にo.5 mgkgの keta min ehydrochloride(ケ ラタ
ー
ル 50: 三共株式会社) およびo.1 mgkgの Ⅹyla zin e(セ ラクタ
ー ル 2%注射液 : バイ エル薬品
株式会社) を向時に筋肉内投与し, マ - モ セ ッ トに麻酔を施した後, 解剖 した . そ の後, 肝
臓 を摘出し絶対重量を測定した . また , その 重量を体重で除し, 相対重量を算出した .
肝薬物代謝酵素測定
全例の肝臓 を用 い , Ms および cs を調製した . これらを用 い , cyp含量, ECD 活性, G ST- C
活性, GST-D 活性お よびp- nitrophen olに対する u GT 活性を測定した ･ Ms およびcs の調製方
法, ならびに c yp 含量, 各括性およびタン/t
o
ク質濃度の測定方法は, 第2章 第1節に準じ
た . そ の他, 7- m etho xyc o u m a rin まは び 7-propoxyc o um arin の 0-dealkyla se活性 (それぞれ
MCD 活性お よびpcD 活性)を, E CD 活性と同様に, M atsubar aらの方法61) に従い測定した .
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cy p分子種の Wes息e r nblot分析
各群 2例の肝 Ms を 廿is-SDS B ME s a mplelo adingbtlffer(第 一 化学薬品株式会社)で希釈後,
7
.
5%の SDS-ポリアクリル アミ ドゲル (E A S Y･GELII: フナコ シ株式会社) に 6FLgの タ ン/てク
質を負荷 し, 電気泳動を行っ た . 泳動後, タ ン パ ク質をゲル か ら Im m obilon PVD FTransfer
M e mbr an e(策- 化学薬品株式会社) に転写した . 膜をブロ ッ キン グ後, 一 次抗体 (抗ラッ ト
cy pIA l免疫ウサギ抗体, 抗ラッ ト c yp 2 B l/2免疫ウサギ抗体 , 抗ラ ッ ト c y p3A 免疫ウサギ
抗体あ るい は抗ラ ッ トc yp4A免疫 ヒ ツジ抗体:以上, アマ シ ャムバイ オサイ エ ンス株式会社),
二 次抗体 (biotin 標識抗ウサギ免疫ウ マ抗体あるい はbiotin 標識抗ヒツ ジ免疫ウマ抗体 :ア マ
シ ャ ムバイ オサイ エ ンス株式会社), streptavidin-ho rseradish peroxidas e co n5ugate お よび ECL
westernblottingdete ction r e agent( 以上ア マ シ ャ ム バイオサイ エ ンス 株式会社)で処理 し, フイ
ルム (富士 フイ ルム株式会社) に露光 ･ 現像した .
【実験結果】
体重および肝臓重量
体重な らびに肝臓の絶対重量お よび相対重量に 札 対照群と rifampicin 投与群の 間に有意な
差は認め られなか っ た.
肝薬物代謝酵素測定および c y p分子種の Wcste r nblot分析
肝薬物代謝酵素測定の 結果を Fig. 24に示す･ cy p含量が 10まは び 20 m釘kg投与群で いず
れ も対照群の 300 %以上 に有意に増加 した . また, c y pが触媒する M CD, ECD お よび pcD
活性の う ち, M CD および ECD 活性が 20 mgkg投与群で 200 %前後に上昇した . また , P CD
活性は 10お よび 20Ing/kg投与群で いずれ も200 %以上 に有意に上昇した . そ の他, G S T-D 活
性が 20m釘kg投与群 で 200 %弱に有意に上昇したが , GST- C活性お よびu GT 活性には有意な
変化は認められなか っ た .
c y p分子種の We sternblot分析の結果を Fig. 25 に示す ･ 抗 ラ ッ ト cy p3A 抗体 と交叉する タ
ン/てク質が対照群 と比較して 10お よび 20 mg/kg投与群で顕著に増加 した ･ しか し, 抗ラ ッ
ト c yp IA l抗体 と交叉するタン パ ク質はは とん ど検出されず, 抗 ラッ ト cy p2 B l/2抗体およ
び抗ラッ ト c yp4A 抗体と交叉するタ ンパ ク質には対照群と投与群で ほとん ど差が認められ
なか っ た .
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【考察】
第1節では , ヒトで も っ とも多くの 薬物の代謝に関与する こ とが報告され て い る c y p3Aの
誘導モデル の作製を試みた . モデル作製 に用い る実験動物には , c y p3Aの ヒトとの 相同性が
90 %を超え , カ ニクイザルな どの 旧世界ザル に次い で高い こ とが知られるマ - モセ ッ ト 91･ 92)
を用いた . この マ - モセ ッ トに, ヒト 93), ラ ッ ト 96), イヌ 97)およびブタ 98)な どで CY P3 A
を誘導する こ とが報告されて u る rifa mpicin を4 日間反復経 口投与 し, 肝臓 におい て C YP を
含む各種薬物代謝酵素の発現あるい は活性を検討した.
そ の結果, 肝臓重量の増加は認められなか っ た もの の , C Y P含量な らびに cyp により触媒
される M C D, ECD および pcD 活性が , 10お よび 20 mgrkg投与群 で いずれ も有意な上昇あ
るい は上昇傾向を示 した I CY P分子種の Westernblot分析の 結果, 10および20mg/kg投与群
の い ずれ にお い て も c yI'3A の 特異的な誘導が認め られた . したが っ て , マ - モセ ッ トに
rifa mpicin を投与する と, ヒ トや他の動物種 と同様に cy p3 Aの 特異的か つ 顕著な誘導が認め
られる ことが明らかとな っ た .
一 方, そ の他の薬物代謝酵素で は二 G ST- D 活性が 20 mgkg投与群で有意 に上昇した ことか
ら, G ST の 誘導が示唆された . しか し, G ST の ほとんどの分子種で触媒される G ST- C活性に
は対照群 と投与群で 差がな か っ た こ とか ら , G S Tの 誘導は ごく軽度な誘導 と判断した .
p- nitrophe n olに対する u G T活性には , 対照群と投与群で差がなか っ た ･
以上 の結果か ら, 10mg/kgの rifa mpicin 投与により, cyp3A が特異的に誘導される こ とが
明らかとな っ た ･ また , 20 mgrkgの rifampicin 投与 では , cy p3A の他 に G S Tの誘導 も認めら
れたが, そ の程度は軽度で ある と推察 された . 臨床 では, rifampicin は 1 日に450- 600mghody
( 約10mgkg) の投与用量で ヒ トに投与される . したが っ て , 本試験では , 臨床用 量に相当
する低用 量の 地 mpicin をマ
- モ セ ッ トに投与する ことにより, cy p3A の 特異的誘導モ デル
を作製可能 で ある ことが明らか とな っ た . cy p3Aは , ヒ トで多くの 薬物の 代謝に関与する こ
と22･ 23), お よび幾つ か の薬物の 代謝的活性化に関与する こと 88･ 99, 10 0) が報告され てい る こ と
から, 本節で作製した m 3A 誘導 マ - モ セ ッ トを毒性試験に応用する ことにより, cy p3A
の触媒 で代謝的に活性化され る薬物に よる毒性の 高感度な検出が可能になる こ とが期待され
る . なお , ヒ トで は, cy p3 Aの誘導が尿中の 6β- O H叩 比を測定する ことにより予測可能で
ある こ とが , 血 mpicin ある い は pbe nytoin 等 を服用した患者の 試料の検討結果か ら明 らか と
な っ て い る 93
‾95)
. そ こ で , 次節で は, 本試験で得られた尿中の 印 - OH Fお よび F を測定し,
6β- OH 叩 比がヒ トと同様 cyp3A 誘導の指標とな り得る か につ き検討した .
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第2節 マ - モセ ッ ト尿中6β- 0ⅢF/F 比と cy p3A誘導の相関
前節で は, マ - モ セ ッ トに臨床用量の rifampicin を 4 日間経口投与するこ とにより , c y p3 A
の特異的な誘導モデル の作製が可能である こ とを示 した. 第2節では , c yp3A誘導モデル作
製時の C Y P3 A誘導を, 非侵襲的に評価する ことが可能か検討する ことを目的とし, 前節で得
られた マ - モ セ ッ ト尿中の 6β-O HF および F を測定した ･ すなわち, ヒ トで C Y P3A 誘導の指
標とな るこ とが報告されて いる 6P- O H叩 比
93-9 5) をマ - モ セ ッ トで測定し, c y p3 A誘導との
関連性につ いて検討した .
【実験方法】
実験動物 , 群構成, 投与用量, 投与方法および採尿
前節の 実験方法に記載した. 尿は, 投与開始前 6, 3 日および Dayl の投与前, Daylか ら
Day4 の投与後24hr に排滑された もの を採取した ･
尿中6P･ 0 Ⅱ甘お よび F濃度の測定
Lykke sfeldt らの方法
101) を 一 部改変して行っ た ･ すなわ ち, 100FLL の尿に内部標準液 (2
FLg/mL dex a m ethason e) 1 mLお よび蒸留水9 m L を添加した後, m ethanol で活性化した闘相カ
ラム (sep-pakplu sC18 c artri dge : 日本ウオ
ー タ - ズ株式会社) に6P- O HFおよびF を吸着さ
せた . 固相カ ラム を10 mL の蒸留水で洗浄後, 5 m L のethyla c etatenleX an e(4/1, v/v)で 6P- OHF
およびF を溶出した . この溶出液を2 mL の Na2S O4飽和1 M NaO H溶液および2 mL の N a2S O4
飽和1% ac etic acid溶液で洗浄後, 有機溶媒相を分取し, 蒸発乾固した . 得られた残漆を250FLL
の 20 % ethanol で溶解後, 80FLL を H P L Cに注入 し, 尿中の 6β-OH Fおよび Fの 濃度を定量し
た . H P L C分析条件は以下に示す.
カ ラ ム : Nov a-pakC18 (30 m m x3.9 m mI. D . : 日本ウオ
- 夕 - ズ株式会社)
カ ラム 温度 : 30oC
波 長 : uv 254 n m
サ ン プルク - ラ ー 温度 : 5o C
移 動 相 A : 10m M acetic a cid含有 50m M NaH2PO4
移 動 相 B: a c eto nitrile/移動相 A (65/35, v/v)
ダラジエ ン ト: tim e(O min), 90/10(移動相A/移動相 B)
tim e(20min), 18/82 (移動相A/ 移動相 B)
tim e(22.5 min), 0/100(# & *A/ @ # *B)
tim e(27.5 min), 0/loo(# # *A/@ # *B)
tim e(30 min), 90/10(移動相 A/ 移動相 B)
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c y p発現皇と尿中6P･O H町野 比の 相関
前節で実施 した we ster nblot分析 で得られた抗ラッ ト cy p抗体と交叉する タ ンパ ク質の発
現量をデ ンシ トメ ー タ ー (De n sitograpb v cr. 4.0: A m O株式会社) で定量し, 尿中6β- 0 耶
埠との相関を検討 した･ なお , 抗 ラッ ト c ypIAl抗体と交叉する タン/1
o
ク質につ い て は, ほ
とんど発現が認められなか っ た こ とか ら, 検討を行わなか っ た .
【実験結果】
犀中6P･ 0 ‡‡F伸 比の経時的変化
マ - モセ ッ ト尿中6β-O HFお よび F濃度 ,な らびに6β- OH 叩 比の 個体別 の経時変化をTable
17に示す ･ 対照群の 6β- O HF 濃度は 5.2 - 65.4JJg/hL, F 濃度 は 5.4 - 74.4FLg/m L で , いずれ も
顕著な個体差ならびに同 一 個体内で の 日間変動が認められた . しか し, 同群の 6β-OH 叩 比は
o.48 - 1.52 で , 個体差な らびに日間変動は 6β-0 ⅡFまは び F濃度 に比 べ 軽度で あっ た . 特に,
6β-OHFrF 比には同 一 個体内で の 日間変動はをまとんど認められなか っ た .
各群の尿中6β-O H叩 比の経時的変化を Fig. 26に示す ･ 上述の如く , 対照群で は投与開始
前から試験終了時まで はぼ 一 定の値で推移 した ･ 10mgkg投与群で は, Day2 の投与後24 hr
以降最終投与後 2 4hr まで対照群 と比較 して有意な高値が認め られ た . 20 mgkg投与群 では ,
10m封kg投与群よりも6B- O H叩 比の 上昇は速やか で , D ayl の投与後 24 hr より有意な高値
が認められた . また, 投与期間を通 じて , 20-mgrkg投与群 では 10mgkg投与群より高値を示
した . さらに, 両群とも投与日数の 経過とともに値が上昇す る傾向を示 し, 最終投与後 2 4 hr
の尿中6β- O H叩 比は, 10mgkg投与群 で対頗群の 4.7倍, 20 mgkg投与群 で同5 3倍 に上昇
した .
C Y P発現量 と尿中6P･ 0 耶 比の相関
cy p3 A, CY P2 Bおよび cyp4A の発現量と尿中 6β- O H 叩比 の相関図を Fig. 27に示す.
cy p3A の発現量と尿中 6β-OH 戸/F 比の 間には相関係数 o.906の きわめ て良好な相関が認めら
れた . したが っ て , ヒトと同様に マ - モセ ッ トで も尿中6β-OHFrF 比が c y p3A誘導の指標と
なる こ とが明らか とな っ た . 一 方で , CYP2 Bおよび cyp4A と尿中6P- 0 耶 比の間にはま っ
たく相関は認められなか っ た .
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Table 17 U rin ary6β- OHF and Fc o n c entrations, and6β-OH 叩 r atiosin m ar m o s ets tr eated or ally
with rifa mpicinfor4 days.
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【考察】
本節で は, 前節で確立した rifa mpicin による c y p3A誘導 マ
- モセ ッ トか ら得られた尿を用
い , ヒ トで C Y P3A誘導の指標とな る ことが知られ る尿中6P10 H F/ 比
93J95)が , マ - モセ ッ ト
で も同様の指標となり得る か につ き検討した. その 結果, マ - モセ ッ トで も ヒトとほぼ同様
の分析方法で尿中 6β- O H Fまは び F の分析が可能な こと, お よび薬物非投与時の 6β-O H叩
比には同 一 個体内で の 日間変動が少ない ことが明らか となっ た . また, rifa mpicin 投与群では,
投与日数の 経過お よび投与用量の 増加 とと もに 6β- 0 Ⅱ叩 比が 上昇した . 解剖日 の 尿中
1
6β-OH FrF比と c y p2 B, C YP3A お よび cyp4A の発現量との相関を検討したところ, C Y P3 A
の発現量との間にの み良好な相関が認められた . したが っ て , マ - モセ ッ ト尿中の 6β-O H叩
比は , ヒ トの みな らずマ - モセ ッ トで も cy p3A 誘導の 良好な指標になる ことが 明らか とな っ
た . 本法の 優れた点は , 実験動物か ら非侵襲的に採取可能な尿を用い , 投与前借との比較に
より c y p3A の in viv o で の誘導を経時的に評価可能な点で ある . 6β- O H Fq 比を cyp3A 誘導
モデル作製時に経時的に評価する ことにより, c yp3A誘導をin viv oで非侵襲的に確認する こ
とが可能となる ことか ら, 本法は確実に c yp3A の 誘導された マ - モセ ッ トの作製に寄与する
と思われ る . また, 本法により, 新薬開発のリス ク となる c yp3 A誘導を簡便に評価可能とな
る ことか ら, この点で も有用 と考えられた.
以上 , 本節では , マ - モセ ッ ト尿中6β-OH 叩 比が c y p3A誘導の指標とな る ことを実験動
物で初めて 明らか とした . c y p3A誘導モデル作製時に6β- OH 叩 比を経時的に測定すること
によ り, 目的に応じて C YP3A誘導の程度を見極めた上で毒性試験に利用する ことが可能にな
る と思われる .
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ホ 括
第4章 では , 活性代謝物 へ の代謝が克進したモ デル動物に着目 し, ヒトで 50 %以上 の薬物
の代謝に関与する ことが報告され て い る c yp3Aの 誘導モ デル作製を試みた . cyp3A のヒト
との高い相同性から実験動物には マ - モセ ッ トを選択 し, c yp3 A の誘導剤には, ヒトや多く
の実験動物 におい て低用量で CY P3A を誘導する ことが知られ る rifampicin を使用 した . また ,
本モデル作製の過程で尿を採取し, ヒ トにお ける cy p3A誘導の指標で ある尿中6β-OH FrF 比
を検討 した . その結果, 以下の知見を得た .
臨床用量に相当する 10mgkgの rifa mpicin をマ - モセ ッ トに4日間反復経 口投与する こと
により , c yI'3 Aの特異的な誘導が認められ た .
20 mgkgの rifampicin 投与により, 10mgkg投与で認め られ た以上 の強い CY P3A誘導が
認 められたが, そ の他に G ST の軽度な誘導が認められた こ とか ら, cy p3A 誘導の特異性
は10mg/kg投与時の 方が高かうた ･
マ - モ セ ッ トで も ヒトと同様に尿中の 6β- OH FおよびF の測定が可能で あ っ た .
尿中6β-O H叩 比は, 対照群で は投与期間を通じて 一 定 した値を示 した ･ また , rifa mpicin
投与群 では ,投与日数の経過お よび投与用量の増加に伴い , 尿中6β-OH戸/F比が上昇した .
尿中 6β-OHFrF 比と cy p3A の発現量との 間には, 相関係数が o.9 を超える 非常に良好な
相関が認め られた . したが っ て , マ - モ セ ッ ト尿中6P-O H叩 比は , ヒ トと同様in vivo に
お ける c yp3A 誘導の指標とな る こ とが明らか となっ た .
以上, 臨床用量 に相当する 低用量の rifampicin 投与により , c y p3 Aの 特異的誘導マ - モ セ ッ
トを作製す る ことが できた . 本モ デル で は, 投与用量により c y p3Aの誘導の 程度を コ ント
ロ ー ル可能 で , か つ 印 - OH 叩 比測定により c yp3Aの誘導の程度 をあらか じめ見極めた上で
目的とする 実験に使用可能で ある点が有用 と推察された . ヒ トで はis o niazidによる肝障害の
発症頻度がrifa mpicin投与患者で高い こ とが知られ て いる こ とか ら
30･31)
,今回作製したc yp3 A
誘導マ - モ セ ッ トを毒性試験に応用する こ とにより, cy p3A の触媒 で代謝的に活性化される
薬物による 毒性の 高感度な検出や特異体質性障害の検出が可能にな る ことが期待され る.
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総 括
医薬品の研究開発にあた っ て実施されるin viv o毒性試験には , 一 般に正常動物が用い られ
る ･ しか し, 薬物を服用する ヒ トの多様性から, 特異体質性薬物障害等, 正常動物を用い た
毒性試験で の予測が 困難な毒性が近年問題とな っ て い る. 特異体質性薬物障害の発症原因の
1 つ として , 薬物の代謝過程 における活性代謝物の 生成が考え られて い る ことか ら, 本研究
で は , 薬物や薬物か ら生成する活性代謝物の解毒が低下したモ デル動物, ある い は括性代謝
物の 生成が克進したモデル動物に着目 した . すなわ ち, こう した薬物代謝活性変動モ デル動
L
物が , 特異体質性薬物障害を含む毒性の 高感度な検出に応用可能である こ とを本研究で提案
した .
第1章 では , ヒトで多く の薬物の グルク ロ ン酸抱合に関与する･uG TIs の活性を欠損する
Gu nn ラ ッ トを長期毒性試験 に応用 した . 第2章で は, 求電子性で反応性の高い活性代謝物の
解毒に関与し, ヒ トで 多く の分子種に欠損多型が存在する GS Tに着目した . 先天的な欠損動
物の報告のなか っ た G STの 欠損動物 として , theta ク ラス の GS T分子種 y dfY dfの発現が認め
られ ない1o w GS Tイ ヌ を見出し, そ のス クリ ー ニ ン グ方法とともに示す ことが できた . さら
に第 3章で は, より汎用性の高い GS H抱合活性低下モデルで ある持続的 G SIⅠ低下モ デル の
作製を試み , 20 m M B S Oの 14 日間飲水投与により, ほぼすべ て の組織で 1日を通じ GS Hが
約50%以下に低下 した持続的 G S H低下マウス を作製する ことが できた. 策4章で抹, 第1尊
か ら第 3章まで とは異なり, 活性代謝物の 生成冗進モデル作製を試みた . c y p分子種のうち ,
も っ とも多くの薬物の 代謝 に関与する cyp3 Aの特異的誘導モ デルを, 臨床用量に相当する
10mgkgの rifa mpicin を マ
- モセ ッ トに4日間経 口投与する こ とにより作製で きた .
これ ら 4 種の実験動物を新薬開発時の毒性試験に必要に応じて 利用する ことにより, 正常
動物を用 いた毒性試験のみ を実施した場合と比較 し, 高感度に毒性を検出する ことが可能に
な ると考える . また, Fig. 28に示す如く, 正常動物を用 いた毒性試験のみか らは予測の困難
な特異体質性薬物障害の 一 部も予測可能になる ことが期待され る .
Fig･ 28 Ide al in vivo toxicity studie s u slng n O r m al mim als and a nim als with abnorm al
dmg- m etabolis m.
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